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> Contexte et questions

e Un écosysteme fromager

* Succession de plusieurs espéeces au cours de la fabrication

* Plusieurs métabolismes +/- spécifiques en ceuvre

* Eninteraction métabolique

* Qualité du fromage dépend des interactions métaboliques entre espéeces

Questions scientifiques

* Quelles especes contribuent a acidifier ?

e A produire des composés d’arobme ?

* Selon quelles voies métaboliques ?

e Avec quelle temporalité ?

* Quelles interactions métaboliques bactériennes contribuent au
fonctionnement de I'écosysteme fromager ?

INRAZ
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> Stratégie

ﬁ Substrat (Sucre)

Microorganisme Génome (ADN) ARN messager Protéine (enzyme) '% Métabolite (Acide)

Dé b Métatranscriptomique Métabolomique
enombrements Ensemble d’ARN microbien Métabolites microbiens
Ensemblg destl').‘.;lct;erlecs.FrLtje}I|V|f|abIes Quantifier le différentiel d’expression Quantifier des metabolites
uantifier les g entre 2 points de cinétique )%:}r( ;Ci sucres
z@ xsﬁ )?1&( @6 Acides
))17)%( 96 o}i
Composes d aromes
Image du
métabolisme
)%%( EN CINETIQUE
' pour chaque
INRAZ w"’“"" " espéce
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> Fabrications fromageres en conditions controlées

JourJ-1 Jour) Jour J+1 Jour J+2
Préparation du lait Transformation du lait Saumurage Affinage
Pasteurisation Ecrémage Standardisation Inoculation Elr:\(:)iglsaut::ge DE,C:;;ZZ? 'I;?'Z:SI:EE Saumure A;ﬁ;;g;i
Eau \ (/
'|'|E N %
ﬂ S 2
- oY - =R *EE
T T ny! '|'|' o o
+L11206 + Pf122

+ Lp465

Prématuration Délactosage 25 %
(18 h— 14 °C) 25 % lactosérum - eau

Lactococcus lactis CIRM-BIA1206

“ . Lactobacillus plantarum CIRM-BIA465

= Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA122

Fromage modele :

Pate pressée non cuite

a 3 especes bactériennes
(sans levure)

Cao et al. 2021, J. Agric. Food Chem.
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> Analyses en cinétique
Préparation

I Transformation
I Affinage

‘-@ - Saumure

N
W e w = = g

_._.-._._._._.l»

l Prématuration I l l l l l l l

01>

Lait Laitavant Moulage Moul Moul Démoulage Apres 4 semaines 7 semaines
inoculé emprésurage +2h +4h Saumurage d’affinage d’affinage
Linoc Lavemp Moul M+2h = M+4h Demoul AS Aff4dsem Aff7sem

. . . . .. . L. Biologie . . .
Microbiologie Physico-chimie Biochimie . : . Bioinformatique
moléculaire
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Matériel et méthodes

Microbiologie

L. lactis : M17 + lactose
L. plantarum : MRS pH5.4

* P. freudenreichii : Yela

» .v T”?Q.v TT”Q . TTTYO.

4—’ ~
i 054idt ‘&&H‘ uw
‘.)) ®

Fromage / a\

Ve ", '.
U s, T,
‘ v » D Ylige
“ Ve ‘ o ©
R Y ¢
»';. ..-"'"" ./( :"(//, .
We. -'f_ S

. . X o %, ."T??
Microorganismes J— zf‘.‘.’,,, "
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vea1111%%
i

:
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=3

.
‘ff.’. )
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«11%,'

'Hw..

.\.
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l ADNs & ARNs microbiens

- HPLC : chromatographie liquide haute performance

- CPG-SM : chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

* Matiere azotée : Kjeldhal

*Sucres & Acides organiques : HPLC

* Composés volatils : head space + GCMS

Biologie moléculaire

* ADN : Dneasy Tissue kit
* ARN : QlAzol + Rneasy mini kit

* Controle qualité : Nanodrop, Qubit, Bioanalyzer
*Séquencage : lllumina pairé, PacBio

p. 6



> Matériel et méthodes

Bio-informatique

AT
\x\\
‘li MlcroScope Annotation jdutomatlgue dc,e genomes
*%9% A Reconstruction de voies métaboliques
‘ Fl:flf::\ < ik

,' Métatranscriptome
| _ Alignement des reads / génome avec Bowtie
Comptage des reads avec htseq count

/ COums normalisés: Méthode TMM \

oo 9@98

oooooo E | Normalisation avec TMM multi especes
5 \ . 7 . . ’
1 ﬁlﬁsiigﬁlli'ﬁiii ii 'i‘ Identification des genes différentiellement exprimés avec EdgeR
Résultats significatifs p-valeur ajustée < 0,05

INRAD Robinson et al., 2010
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> Fromages modeles répétables (X4)

2018 ﬁo‘
Moul ;E% {?
M+2h anv.
M+4h j2019 Oo‘
Prématuration .
(14°C - 18h) Mars L, )
Linoc Lavemp Demoul AS AS Affdsem Aff7sem 209 U
Std
7,0 ~ Emprésurage 3 HFD 62,3 %
4 H=6,5 '
. = Pr=o G/S 47,5 %
) NaCl0,85g/100¢g
T 6,0 -
pH=5,2+0.1
i 4
5,5 . —
—~———
5;0 I I I I I I M T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 0 1 2 3 4 5 6 7 8
INRAS Transformation (h) Affinage (semaine)
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> Croissance bactérienne lactique et propionique

Moul
Prématuration 12°C saumurage
(14°C - 18h)
Linoc Lavemp Demoul AS AS Aff4sem Aff7sem
1007 standard
9,5 -

) 8,5 I L T
UFC : unité formant
colonie @ 8,0 -
@)
5 7,5 -
Td : temps de & 70 - ®® L lactis
doublement de la ’
population 65 I8 L. plantarum
6,0 - & P, freudenreichii
5t ACIDIFICATION
5 O I Td zl 20 h I I I I 1 [ I I I I I I 1
0 10 20 30 40 50 60 012 3 4586 7
Transformation (h) Affinage (semaines)
INRAZ
Métatranscriptomique et modele métabolique Cao et al. 2021’ J. Agric. FOOd Chem
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> Assemblage et annotation de souches isolées i (Microscope
_ Replicon Seq length % GC CDS tRNA rRNARRC o

L. lactis 1206  chromosome 2365039 3534 2417 62 19

plasmid 1 59 643 34,85 67 0 0

plasmid 2 36 823 34,41 42 0 0

plasmid 3 8 277 34,81 12 0 0

plasmid 4 8243 30,60 8 0 0

plasmid 5 4 632 36,25 5 0 0

plasmid 6 3597 33,28 2 0 0

plasmid 7 2119 34,21 3 0 0

L. plantarum 465 o omosome 3 121 980 4472 3016 67 16

plasmid 1 40 748 39,81 40 0 0

plasmid 2 30 463 41,80 27 0 0

plasmid 3 9 152 36,21 13 0 0

plasmid 4 2012 37,87 2 0 0

P. freudenreichii Chromosome 2688 484 67,21 2589 45 6

122, : : : , ,
INRAS ‘%\%etatranscrlptomlque : alignement des séquences d’ARN / génomes

Métatranscriptomique et modéle métabolique p. 10
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> Consommation du citrate par Lc. lactis Moulage > Démoulage

Citrate en g/kg

1,4
1,2

1,3
1
0,8
0,3

0,6

0,4
0,2

O’z . - 0,0 0,0 )
MOUI DemOUI AS Affdsem Aff7sem IndUCtlon lOgFC X4
citp — ’Lactm. chez L. lactis
- -
LPLABIA1206 v1_pc0002 it LLACBIA1206_v1_pc0002
i \L LLACBIA1206 v1 1007
actate
Citrate”
CitCDEFG Induction logFC X 2-3
LLACBIA1206 v1 1311-1316 . chez L. lactis

H
CitM
CO,

— — Pyruvate — Lactate’
1 L.dh

INRAZ Garcia-Quintas et al. 2008, AEM
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1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

> Consommation du citrate par L. plantarum

Citrate en g/kg

1,3
0,3
0,2

HE = -

Moul Demoul *° Affasem

0,0
Citrate” Lactate’

Aff7sem e Induction logFC X15
LPLABIA465 v1 0482 ;m’\ ' chez L. plantarum
Bt Lactate
citMCDEF Induction logFC X13-
CitDEF
LPLABIA465 v1 0962-0966 16 chez L. plantarum

Oxaloacetate

H
e

— — Pyruvate — Lactate’
1 Ldh

mm) Compétition

INRAZ
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Redondance fonctionnelle en utilisant la méme voie

chez L. lactis et L. plantarum

Moulage > Démoulage
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Degradation du lactose chez L. plantarum Moulage > Démoulage

Voie de Leloir
E 22,2 b-I-galactosze
-
‘;5 Lactose Aldoze l-epimerase:
~ LPLABIA4ER_ w1 1577 Galactose
< 8,3 62 lacLM 5,1,3.3 \
= ) . ¥
g I ' 1'1 0,8 |ndUCtI0n IOgFC X 6'7 a-I-galactose
£ - - AP O 2
g : O 2
S8 & ® o 0 ) e
o o ¥V e @ _vl_2900_galk
@ & b‘f-, ,\Cg LPLARIA4ES w1 _2338_ganA r:mp_‘/ 2.7.1.8
Qe’ ?‘g‘ ?‘g‘ Beta—galactosidasze: H* Moul Demoul AS  Affdsem Aff7sem
LPLAEIA4ES w1 _2901_lacl ¥

Beta-galactosidase: a-l-galactoze 1-phosphate

LPLABIA4ES w1 2902 _lachH
Galactoze-1-phozphate

lactoze 21 ~D-galactose uridylyltransferasze:
b-I-glucoze LPLARIA4E5_wl_1543
UDP-T-glucose LPLABIA4ES_v1 0898 _galTs
galRTEK

HED LPLAEIA4ES w1 2898 _galT
Induction logFC X 5-6

2,7.7.12

ocalisation des géne

Localisation des génes
g IIIP-D-gal actoze a-I-glucoze 1-phosphate

LPLABIA4ER_wl_0B23_galE:
LPLABIA4E5_v1_0E23_galE spontaneous
LPLABIA4ES_w1_2899_galE: ¥
LPLABIA4ES_w1_2899_galE b-T-glucose 1-phosphate
5,1,3,2
» Beta-phoszphogluconutaze:
DP-T-glucose LPLARTA4B5_wl _0028_ywdd

LPLABTA4E5_w1_00%3 _ycill:
LPLABTA4E5_w1_00%9 _ycil
5.4.2.6

¥
b-T-glucoze-E-phosphate

INRAZ

. . . N . . glycolyzis I
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>

N

Concentration (g/kg)

1,

Dégradation du lactose chez Lc. lactis

I
N
(o)
Y o >
7 w

o)
%

AFF4sem > AFF7sem

\ lacXGE Localisation des
6,2 LLACBIA1206_v1 pa006-008 génes
1,1 0,8 .
' - - Induction logFC X2 Y
RPN Lactose EOOOOOO
b::5.@' ,\c,‘z' Galactoze-B-
KK Lactose PTS phosphate izomerase:
Aol bermease LLACEIAL20E_v1_0012_lack
E-phozpho-beta- Galactoze-EB-
2.7.1.207 galactosidasze: rhozphate izomeraze:
LLACBIA1206-v1-pa008 LLACEIAL206 _wl_0007_lach LLACBIAL206_wl_0013_1ach
v 3,2,.1.85 h,3.1.26
lactoze B-phozphate #l-galactoze B-phozphate #tagatoze-E-phozphate

INRAZ
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Pentose phOSphate dihydroxyacetone phosphate }

TP
A . Tagatoze-E- f’H’Fﬁ
o glucoze rhozphate kinase:

LLACEIAL206_ vl 0011 lacC
2.7.1.144 \-”DP

Tagatose-
bizphosphate aldolasze:

LLACBIALZ06 w1 _0010_1acD
4,1.2.40

¥
tagatose—1,6-bisphosphate

< I-gqlyceraldehyde-3-phosphate

pathway

mm) Compétition
Redondance fonctionnelle en utilisant des voies différentes
induite a des temps différents

Voie du tagatose en accord avec Raynaud et al. 2005

p. 14



> Production/dégradation d’acides

25
W Butanoate
20 B Propionate
W Acétate
o0
5 15
L0 W Lactate
[
S
g m Acétoine
[
3
S 10
S M Pyruvate
B Succinate
5
m Citrate
0
Moul Demoul AFF 4sem AFF 7sem
ACETOINE
INRAS Cao et al. 2021, J. Agric. Food Chem.
Métatranscriptomique et modéle métabolique 15 p. 15
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Moulage > démoulage

2> Production d’acétoine

NADH Acétolactate synthase
f°““‘“‘= PYRUVATE = e ——— Induction x2-4 logFC chez Lc. lactis et L. plantarum
g P
X entre Moul et Demoul
acetate ‘?"T «— sceyl-Con® s NaDH 0, aﬂw]fcmfr’” Acétolactate décarboxylase
co, e .2‘ co,
ADP MNAD = . . .o
@ > = |nduction *14 logFC chez P. freudenreichii
aceloin = SR diacetyl
NAD NAD NAD NADH entre Moul et Demoul
acetaldehyde
NAD] NAD
2. 3-butanediol
NAD @
ethanol

Modifié d’apres Boumerdassi et al. 1997 AEM

mm) Partage des tiches

Redondance fonctionnelle avec induction spécifique
INRAZ
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> Métabolismes successifs des trois especes

‘ Des bactéries avec 'esprit d’équipe !

LP
L X
*. Leloir

V. Tagatose + Leloir

Lactose > lactate
1 Acétoine

:E:iH:;:E i -H )
(TN

%

1%
L
Lii

Prématuration l l l l
INRAZ ' t ’ Lait ?vant Moulage Moul Moul
) , ~inoculé ) , emprésurage +2h +4h
Métatranscriptomique et modele métabolique

1ajuin 2022 / H. Falentin

LL
<

V. Leloir
Lactose > lactate
Acetoine

PF
V. Wood & Werkmann

Lactate > acétate + propionate
AA branché > isovalérate

LL LP  PF
T A e

PF

e Lactose > acétate

Saumure

S N —

.—.-.-.—._._._.‘

l l l l

Démoulage Apres 4 semaines 7 semaines
Saumurage d’affinage d’affinage

17
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> Modele métabolique

Génome annoté

Inférence automatique
+ curation manuelle

OUTPUT
INPUT

ot

ConpbzCurtoyinis Jpmayp S WU R] ... I} . Composés
- K= Y S 1EY Mfgeﬁu!es identifiés en
: TVeale u lait . .
| 53,537‘7\' métabolomique
=5 4t |
i i !

¢ mk

: g j o 3 o 1R Flux balance analysis Réseau métabolique
e 3 Maximize/minimize an objective function
; H o 3 L5 3 e e s S S s W=V + GV + ... + G5V such that:
;_ | i é ! Reactions
7 & S g $ H R, B, R; R Rs
: : 92 1 rwe 0 0 o 0
t b A} m|l 1+ —1/0 0 o v o
" s g +|o 1 /-1 0 o Va 0 , . ]
1 37 et S ®lo 1 0 o |« |wl <o Méthodologies :
s : : S 5E S ® o o 10 o . o 3T : e
12t 16 e e 2 ol ool =g . 0 - Modelisation qualitative (graphes)
. a hud h Metabolism of sy . . .
(T | N T ®lofolol | - Modélisation quantitative (flux)
MAIRE A, Lctabolis # e s ) O N0 00| 0 1
, , . S-matrix Flux vector
Reseau metabOIIque and for each reaction i: b, < v, < ub,
Optimal solution Sampling

INRAZ P
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> Meétabolisme du carbone des 3 souches

a. L. lactis
Icts
[4 .
I Leloir pathway
LACprsl
Tagatose < lac6p olcts
pathway Jw‘ Lacz
dgalép gic_D gal
Transketolas
= i athwa
GALG6PI p y
ng ¢ PGMT : UGLT g all
glp
PGI
tagbp_ D
6
FFK 2 ® .
e Glycolysis
tagdp_ D
TGBPA fdp
FBA
cdhap e 93p
Acetolactate accoa @arD
pathway acald 13dpg LDH.D 0 e
* L
ACTD2 FGK lac_D lac__ D
PGM
alac__ S .ENYP? LDH L L L ACEr .
actn_R 84—coc 9% aes Dyr lac_ L lac_ L
BTDD_RR ACLD'
CcS
o T TCA
btd_RR diact ; N
oOaa .‘ ‘Smt

| CITed 1

b/
cit

INRAZ
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L. plantarum

lets

These INRIA INRAE Maxime Lecomte

6pgl

6pgc

rusp_ D

xuSp__ D

accoa
acald
ACTD?

RPE

phosphoketolase

olcts

LCTSt3ipp

D LAGE
lac_D

L LACt2r
lac__L

Wood-Werkman,
pathway

°
lac_D

lac__ L

P. freudenrichii

-

b

-

® PPCSCT
ppa

gle_D

Icts
.

._/JLACZ

¥
t
|
i
1
|
|
i
1
|
i
. D_LACE2
——re
i b lac_D_e
1
pY
o LDH_L L, LLAGEr ve
4 ro¢
lac_ L lac_L_e
PG
goaa 5 _pecit
'
TCA
TCA i
!
fum :
oORIr o
"""""""""" akg
FRD2rp
ucc

‘ Sous contrainte de biomasse, flux en accord avec
la transcriptomique et la métabolomique

cla—
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Modele métabolique a I'échelle de I'écosysteme : identification

7° H
d’interactions These INRIA INRAE Maxime Lecomte

Citrate 'uaagm_gial

Acetate

Acetate

L/D-Lactate

Diacetyle

Butanediol

Butanediol . Ribose

A Succinate

Serme
S ._‘.“:“‘;_”C;Iv'ycer"ol phe‘,‘»‘-l;‘.;y_a-laniniJ}._._‘__._..- L o) gl Ci el S m et ana
Zelezniak et al. 2015 PNAS
INRA@ Acetate Propionate
Métatranscriptomique et modéle métabolique ‘ |dentification d’interactions potentielles a valider  r.20
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> Acétoine

L. lactis X 1,5 log FC

LLACBIA1206_v1_1303_alsS:
LLACBIA1206_v1_1303_alss
[CACEETIE v _T360_We:
LLACBIA1206_v1_1360_ivB
LLACBIA1206_v1_1361_ilvH:
LLACBIA1206_v1_1361_ivH

1.8
/ \ #=- | 5)-2-acetolactate

1.5
/ \ #=- | R}-acetoin —= (R R}-butanediol biosynthezis
H* COy

H™ COy

Acetolactate
decarboxylaze: LLACBIA1Z206_v1_1224
Acetolactate
decarboxylaze:

LLACBIA1206_v1_1364_aldB
ghvcolysis | —=- 2 pyruvate

L. plantarum
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