Un nouveau regard sur les écosystemes laitiers et fromagers :
Adaptation, développement et appropriations des méthodes omiques a des fins d’écologie microbienne
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Séminaire métagénomique et fromages de terroirs :
guel nouveau regard sur la microflore ? Des prairies
au fromage.

Atelier BAba de la métagéenomique

Valérie Barbe (Génoscope) et Sarah Chuzeville (Actalia)
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Microbiologie Pasteurienne versus méthodes -omiques

Analyses bactériologiques dites pasteuriennes (boite de Pétri) :
» Limite de la spécificité des milieux de culture : Pas d’appréciation de l'espece
bactérienne et parfois, doute sur le genre bactérien
» Focalisation sur les especes dominantes et cultivables
» Minimisation du réle des espéces sous-dominantes et/ou non cultivables

Ouverture d’une nouvelle ére
» Nouvelles technologies de séquencage : New Generation Sequencing (NGS)
» Diminution des colts de séquencgage inversement proportionnel a la quantité de

données produites

Aujourd’hui, grace aux analyses -omiques :
P Possibilité d’'une description simultanée de I'ensemble des espéces/genres microbiens

des échantillons
» Possibilité de description des fonctions potentielles ou exprimées de I'écosysteme

e fromager
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Quelles possibilités avec les outils —omiques ?

» ADN versus ARN
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AbAMOS

Question Qui est 1a? ' Qui pourrait faire quoi?,  Qui est actif? | Qui fait quoi?

Action

Présence

Matrice
analysée

Technique
Utilisée

Type
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Quelles sont les grandes étapes des
meéthodes —omiques ADN ?
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ADAMOS :

»

Echantillonner

Amplifier Séquencer I ldentifier, caractériser

actobacillus
actococcus
treptococcus
revibacterium
Prélevements Extraction de Amplification de Séquengage Identification, recherche
'ADN total |6S (bactéries), ITS de genes spécifiques
(champignons)... (métaG),...

Si
MeétaBarcoding
uniquement
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La 1¢ étape : bien penser son besoin et son protocole d’échantillonnage ! ..

Apamos

» Quelle(s) question(s) ? Importance de poser les bonnes questions en lien avec la
problématique !

» Quel outil utiliser pour répondre a la question ? MétaBarcoding ou MétaGénomique ?
Outils transcriptomiques ? Est-ce que la méthode utilisée me permettra d’obtenir des
réponses ?

» Importance du protocole de prélevement pour répondre correctement a la (aux)
question(s) ! Echantillonnage suffisant ? Représentativité de I'échantillonnage ? Profondeur de
séqguencage ? Importance d’avoir les mémes protocoles pour comparer et utiliser des BDD
communes...

» Importance des analyses complémentaires en fonction des questions : ne pas négliger les
« anciennes » méthodes (physicochimiques, microbiologiques dont germes totaux, ...)
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AbAMOS

A privilégier quand possible
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2¢me étape : préparation des échantillons

il

i

au mode de préparation
avant congélation (cf. MG) !
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Lavages,
élimination MG,
centrifugation

>

Rapidly rotating rotor

Collecte des cellules
microbiennes
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3¢me étape : extraction d’ADN des cellules
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ETRURAL

Apamos

Lyse cellulaire Purification &
controles qualité

Quels biais possibles?

Collecte des cellules
microbiennes
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4¢me étape : amplification (si MétaBarcoding) & séquengage |
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Echantillon 2 bactérien
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4eme étape bis : séquencage directement si MétaGénomique

Apamos

N~
IS N N > lectures
N N _—

Echantillon 2

JEchantillon 3
l Séquencage directement si
N MétaGénomique
NS

/\/f\/ 7\ s Séquencgage directement si

N\ MétaGénomique
NS

l

I I
Fromages d-Te

-
e’

lectur .
Projet affilié au RMT ectures

Filieres Fromagéres Valorisant leur Terroirs




D" AFFECTATION
SPECIALE
DEVELOPPEMENT
URE | AGRICOLE
ETRURAL

5eme étape : traitement bioinformatique pour le MétaBarcoding

ADAMOS :

»

Passer des lectures brutes a un comptage par taxon

, , . e Marqueur bactérien
Génomes bactériens de référence 9

» Nettoyage des données brutes

» Clustering : regroupement des
Séquences (presque) identiques (dépend
de l'outil utilisé).

Biais

ATTGGCGCTGTACAGGTACGA Lactococus lactis
ATTGGCGCTGTACAGGTACGA Lactobacillus delbrueckii
ATTGGCGCTGTACAGGTACGA Leuconostoc spp. .
ATTGGCGCTGTACAGGTACGA Geotrichum candidum P Production de la table de comptage
ATTGGCGCTGTACAGGTACGA Saccharomyces spp.
ATTGGCGCTGTACAGGTACGA Fusarium spp.

/
UL

P Inventaire taxonomique : quiest |a ?
Marqueur « moisissures »
Génomes moisissure de référence
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Dans quel cadre utiliser ces outils ?

» Quels exemples d’applications pourriez-vous imaginer ?
» Quelles applications avez-vous besoin ?
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