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Les microorganismes du rumen permettent aux ruminants de transformer les plantes fourrageres,
non comestibles pour les humains, en aliments de haute qualité. Cependant, ils sont également
responsables de la production de méthane. La génomique et la métagénomique sont en train de
révolutionner notre compréhension des fonctions des écosystemes digestifs et des interactions
entre les microorganismes et I'animal hote'.

Le terme « super-organisme » est uti-
lisé pour décrire le lien étroit existant
entre un animal hote et son microbiome
symbiotique (Lederberg 2000, Goodacre
2007). Le microbiome gastro-intestinal
(cf. encadré) exerce des fonctions protec-
trices, immunologiques, de développe-
ment et nutritionnelles qui sont béné-
fiques a I'hote (Hooper 2004). 1l peut étre
considéré a juste titre comme un « orga-
ne » possédant bien plus de fonctions et
de capacités métaboliques que les tissus
de I'h6te (Xu et Gordon 2003, Egert et
al 2006, Gill et al 2006). Chez I’Homme,
il a été démontré qu'il existe au moins
3,3 millions de génes microbiens non
redondants, un chiffre 150 fois supérieur
au nombre de génes présents dans le
génome humain (Qin et a/ 2010). Chez
les herbivores domestiques, en particu-
lier chez les ruminants, l'importance des
microorganismes gastro-intestinaux sym-
biotiques au niveau de la nutrition, de la
santé et du bien-étre de I'hote a été recon-
nue bien avant qu'un bénéfice équiva-
lent ait été observé chez 'Homme. Les
ruminants prélévent de 1'énergie dans
des polyosides structurels des plantes,
autrement indigestibles, en offrant un
environnement adéquat aux microorga-
nismes symbiotiques du tractus gastro-
intestinal. Cet environnement est régulé
de sorte que les microorganismes fer-
mentent les aliments et que 1'hote rumi-
nant puisse absorber les produits ter-
minaux de la fermentation pour se
nourrir. L'hdte bénéficie également des
métabolites microbiens, tels que les

vitamines et des protéines de haute qua-
lit¢ contenues dans les microorganis-
mes, pour ses besoins nutritionnels.
D'un point de vue microbiologique, la
domestication des ruminants est un
usage réussi des microorganismes par
les humains (Russell et al 2009).

Les effectifs mondiaux de ruminants
domestiques sont de 1,38 milliards pour
les bovins, 1,96 milliards pour les ovins
et caprins et 0,22 milliard pour les buf-
fles et les camélidés (FAO 2009). Ils
constituent les moyens de subsistance
directs ou indirects de millions de per-
sonnes dans le monde. La valeur écono-
mique des produits issus des ruminants
est aussi importante pour les pays en
développement que pour les pays déve-
loppés. La viande et/ou le lait issus des
ruminants sont classés en téte des ali-
ments et denrées agricoles les plus impor-
tants produits dans tous les continents,
sauf en Asie, ou le riz est en premiere
place (FAO 2009). En raison de la crois-
sance de la population humaine et de
l'augmentation de la consommation de
nourriture, on prévoit que la demande en
viande et en lait soit multipliée par deux
dans les 40 prochaines années (FAO
20006), augmentant ainsi inévitablement
le nombre de ruminants dans le monde,
ce qui représentera un défi pour les res-
sources globales et la sécurité alimen-
taire (World Bank 2008). Les symbiotes
microbiens du rumen donnent aux rumi-
nants la capacité de s'alimenter de four-
rages et autres aliments impropres a la

consommation humaine, permettant ainsi
l'usage de terres agricoles ne convenant
pas aux cultures, en particulier les céréa-
les qui peuvent étre consommées direc-
tement par les humains. Toutefois, ces
mémes ruminants sont également respon-
sables de la production de méthane, gaz
a fort effet de serre issu des fermenta-
tions microbiennes, ainsi que d'autres
polluants tels que les excréments riches
en azote. Ainsi, le microbiome du rumen
représente a la fois un avantage majeur
pour la production de produits animaux
a partir des ruminants, mais aussi une
source de rejets polluants dans I’environ-
nement.

11 existe peu d'études alliant la micro-
biologie du rumen a des recherches sur
la nutrition des ruminants. Il est vrai que
la connaissance des microorganismes
du rumen n'est pas strictement nécessaire
pour alimenter ou élever des ruminants.
Cependant, une compréhension appro-
fondie des fonctions du microbiome
gastro-intestinal et de son interaction
avec l'animal héte faciliterait la produc-
tion de viande et de lait de facon plus
durable et écologiquement viable. La
richesse d'informations sans précédent
que l'on peut obtenir en utilisant des
méthodes « omiques » (technologies de
séquencgage génomique et métagénomi-
que de deuxiéme génération, métatrans-
criptomique et méta-métabolomique)
pour caractériser I'écosystéme microbien
digestif, associée aux génomes séquen-
cés des bovins et des ovins (The Bovine

1 Ce texte est adapté d’une publication parue en langue anglaise dans la revue Animal (Morgavi ef al 2013).
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Genome Sequencing Analysis Consor-
tium et al 2009, The International Sheep
Genomics Consortium et al 2010), per-
met de considérer le super-organisme
des ruminants comme un systéme inté-
gral. Ceci devrait permettre de nouvel-
les avancées sur des questions impor-
tantes liées a la production animale,
telles que l'efficacité de la digestion des
fourrages et les émissions de méthane
des ruminants.

Cet article a pour but de résumer les
progres récents de la génomique et de
la métagénomique (cf. encadré) micro-
bienne appliquées au tractus gastro-
intestinal des animaux d'élevage, en
particulier le rumen, et d'identifier les
données qui sont encore nécessaires
pour mieux comprendre son fonction-
nement et sa productivité.

1/ Le ruminant, un « super-
organisme »

Le « super-organisme » ruminant est
un systéme complexe et interdépendant
constitué de plusieurs parties. L'hote et
son microbiome sont deux composantes
majeures qui ont co-évolué pendant des
millions d'années, s'assurant une adéqua-
tion accrue et de plus grandes chances
de survie mutuelle. La composition des
aliments est un autre facteur qui influen-
ce profondément le fonctionnement du
microbiome et la physiologie de 1'hote
(Ley et al 2008a, Clauss ef al 2011).
Le régime herbivore est une stratégie
efficace qui a permis aux mammiféres
d'élargir I'é¢tendue de leur habitat. Chez
les mammiféres, la diversification des
lignées d'herbivores modernes — les ancé-
tres de notre bétail — a augmenté de fagon
notable avec l'apparition des graminées,
il a pres de 25 millions d'années (Hume
et Warner 1980). Par conséquent, les
especes herbivores sont prédominantes
parmi le nombre total de mammiferes
existants et sont parmi les plus grandes
especes sur terre (Stevens et Hume
1998). Dans la catégorie des herbivores,
le tractus gastro-intestinal des ruminants
s'est développé et le temps de rétention
des fourrages a augmenté afin de facili-
ter la fermentation des aliments par les
microorganismes symbiotiques. Les
ruminants ont développé un systéme trés
sophistiqué pour abriter et profiter des
microorganismes présents dans I'estomac
(Stevens et Hume 1998, Clauss et al
2010), ce qui leur permet de s'adapter a
une grande variété de régimes alimen-
taires. Cette caractéristique fut certaine-
ment un aspect important de la domesti-
cation (Diamond 2002) et elle peut étre
attribuée directement aux microorga-
nismes. La stratification du contenu du
rumen en couches de gaz, de solides et de
liquides permet la rétention de particules
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Encadré. Définitions.

Microbiome du rumen : ensemble des microbes, de leurs éléments génétiques (génome) et
de leur interactions environnementales dans le rumen.

Metagénomique : étude du matériel génétique d’'un écosysteme complet tel que le rumen
réalisé par séquencage collectif de 'ensemble de microbes.

Meétatranscriptomique : étude de I'ensemble des ARN messagers exprimés par un écosys-

teme complet tel que le rumen.

d'aliments qui seront traitées ultérieure-
ment, tout en permettant la collecte des
protéines microbiennes grace au renou-
vellement des liquides (Clauss ef al 2010).
Les ruminants ont aussi une forte immu-
nité innée au niveau des surfaces diges-
tives intestinales et produisent des enzy-
mes telles que le lysozyme et la ribo-
nucléase qui participent a la dégradation
des composés microbiens (Benner ef al
2002, The Bovine Genome Sequencing
Analysis Consortium ez al 2009). Ces
caractéristiques adaptatives ont évolué
a la fois pour tolérer et utiliser les pro-
duits de 1'« organe microbien ».

1.1/ Les microorganismes gastro-
intestinaux : qui sont-ils et quelle
est leur fonction ?

Si, d'un point de vue nutritionnel, le
microbiome est considéré comme un
composant unique, ses fonctions méta-
boliques lui sont attribuées par ses diffé-
rents membres microbiens individuels.

Le rumen est un écosystéme complexe
qui abrite des centaines de phylotypes
de bactéries, de protozoaires, de champi-
gnons, d’archées et de bactériophages.
Ces organismes interagissent les uns
avec les autres et avec leur environne-
ment, a savoir 'h6te et ses aliments,
comme indiqué plus haut. Leur concen-
tration (jusqu'a 10", 10°, 10°, 10°, et 10"
cellules ou particules/mL respectivement
pour les bactéries, les protozoaires, les
champignons, les méthanogenes et les
bactériophages) et leur activité hydroly-
tique sont exceptionnellement élevées
par rapport a celles rencontrées dans les
écosystemes terrestres et aquatiques
(Williams et Coleman 1992, Hobson et
Stewart 1997, Mackie et al 2002,
Weimer et al 2009). Comme pour d'au-
tres écosystéemes, le nombre d'espéces
microbiennes isolées et caractérisées
provenant du rumen est faible. On esti-
me que moins de 15% des bactéries du
rumen peuvent étre cultivées en utili-
sant des techniques standards (Teather
2001, Edwards et a/ 2004), soulignant
ainsi 'importance des approches de la
biologie moléculaire dans le but de
contourner cette limitation et d'étudier
le systéme du rumen dans sa totalité.
L'importance des approches de la biolo-
gie moléculaire est encore plus évidente
lorsque 1'on tient également compte de

la variation intrinséque d'un animal a
l'autre. Afin d'obtenir des études appro-
fondies permettant de découvrir les
orientations, il peut étre nécessaire d'ana-
lyser un grand nombre d'échantillons a
la fois.

1.2 / Est-il nécessaire de carac-
tériser complétement le micro-
biome ?

Quels avantages la caractérisation du
microbiome du rumen apportera-t-clle a
la production des ruminants ? Les fonc-
tions de base du microbiome du rumen
en rapport avec la nutrition et la santé
des ruminants, telles que la dégradation
des aliments, la détoxification des toxi-
nes végétales et des contaminants alimen-
taires, la biotransformation des molécu-
les présentant un intérét nutritionnel
pour les humains ou la production de
méthane, ont ¢té décrites (Hobson et
Stewart 1997). De méme, certaines pra-
tiques alimentaires ou la distribution de
suppléments et additifs qui régulent le
microbiome du rumen pour améliorer la
digestion des aliments et/ou diminuer
les processus inefficaces sont reconnues
et appliquées en pratique (Nagaraja et al
1997, Jouany et Morgavi 2007, Chau-
cheyras-Durand et a/ 2008, Martin et al
2010). Cependant, malgré les quantités
d'informations accumulées, la compré-
hension du fonctionnement et de I'éco-
logie du microbiome du rumen, qui per-
mettrait de prédire son comportement,
reste incompléte. Par exemple, 1'ensem-
ble du mécanisme de la dégradation des
polyosides végétaux, la fonction carac-
téristique du rumen, n'est toujours pas
¢élucidé (Morrison et al 2009, Wilson
2011). La plupart des travaux por-
tant sur la dégradation des fibres dans
le rumen est fondée sur I’étude de
trois bactéries cultivables : Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus albus et
Ruminococcus flavefaciens. Parce qu'el-
les sont capables d'hydrolyser la cellu-
lose cristalline, elles ont été considérées
comme importantes dans le rumen (Flint
et al 2008, Wallace 2008, Russell et al
2009). Les génomes de ces trois bacté-
ries ont été séquenceés (voir §3.1) et les
stratégies enzymatiques de dégradation
de la cellulose utilisées par chaque espe-
ce ont été élucidées. Il existe également
des informations concernant d'autres
bactéries du rumen capables d'attaquer
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des polyosides végétaux structurels tel-
les que Prevotella et Butyrivibrio (Kelly
et al 2010, Purushe et al 2010), ainsi
que certains protozoaires (Bera-Maillet
et al 2005) et les champignons anaéro-
bies (Griffith et a/ 2010). Cependant, la
communauté microbienne qui réalise la
déconstruction complexe des parois cel-
lulaires végétales et la fagon dont les com-
posantes de la communauté interagissent
ne peuvent étre entiérement décrites
pour le moment. On a constaté que les
bactéries F. succinogenes, R. flavefaciens
et R. albus représentent seulement 1 a
3% des bactéries totales présentes dans
le rumen (Stevenson et Weimer 2007,
Mosoni et al 2011). Les substrats utili-
sés pour la quantification pourraient étre
trop spécifiques pour détecter tous les
membres de ces genres (Russell et al/
2009), mais des données récentes sug-
gérent également que les microorga-
nismes attachés aux substrats végétaux
appartiennent en grande partie a des
bactéries phylogénétiquement distinctes
de ces trois especes (Brulc ef al 2009,
Hess et al 2011).

Un autre domaine exclusivement 1ié¢ a
l'activité du microbiome, et pour lequel
nous manquons encore d'informations,
est la production de méthane entérique.
Le méthane est produit par un groupe
spécialis¢ de microorganismes, les
archées méthanogeénes (Liu et Whitman
2008). La fonction métabolique de ce
groupe est connue, la communauté mé-
thanogéne présente une diversité limitée
par rapport a celle des bactéries et son
niveau de population peut étre estimé cor-
rectement a différents endroits du rumen
et suivi dans le temps (Janssen et Kirs
2008). En outre, le génome de Methano-
brevibacter ruminantium, une espéce
méthanogéne omniprésente dans le
rumen, est disponible (Leahy ez al 2010)
et le séquengage des génomes d'autres
méthanogeénes du rumen est en cours
(voir § 3.2). Cependant, en dépit de
toutes ces informations, la méthanogé-
nése dans le rumen ne peut étre corrélée
au nombre de bactéries méthanogeénes
(Yanez-Ruiz et al 2008, Mosoni et al
2011, Popova et al 2011), ni explicitement
attribuée a une structure communautaire
particuliére (Zhou et al 2010, Morgavi et
al 2012). La production de méthane est
intimement liée a la concentration d'hy-
drogeéne et aux interactions des bactéries
méthanogenes avec d'autres microorga-
nismes produisant et consommant de
I'hydrogeéne dans le rumen (Janssen 2010,
Morgavi et al 2010).

La compréhension incompléte des
contréles microbiologiques de la dégra-
dation des fibres végétales et de la pro-
duction de méthane souligne l'importance
d'une approche intégrée pour compren-
dre le fonctionnement de la communauté
et évaluer I'importance de ses membres

pour la productivité du rumen et de
l'animal hote. L'application des technolo-
gies de séquencage de deuxiéme et troi-
siéme génération et le futur lancement
de technologies de séquencage de qua-
trieme génération avec une réduction
constante des cotts, des lectures plus
longues et des résultats plus rapides
(Perkel 2011) permettent d'explorer la
complexité du microbiome du rumen en
utilisant une approche de biologie des
systémes (Raes et Bork 2008). Ces der-
niers ont affirmé qu'une telle approche
exige un catalogue complet des espéces
et en particulier des génes présents dans
le systéme, ainsi qu'une compréhension
de la fagon dont ces espéces/genes inter-
agissent et varient dans le temps comme
dans l'espace. Dans les parties suivantes,
nous allons résumer les principales
informations disponibles sur 1'écosyste-
me du rumen et préciser les domaines
ou il est nécessaire d'obtenir plus de
données pour combler les lacunes.

2 / La diversité microbienne
du rumen

L'évolution de I'é¢tude de la diversité
microbienne du rumen est semblable
a celle des autres écosystémes micro-
biens, elle a commencé par des obser-
vations microscopiques basées sur la
culture, puis a évolué vers le recours a
des techniques moléculaires indépen-
dantes de la culture.

2.1/ Les empreintes moléculaires

Le géne de la petite sous-unité de
I'"ARN ribosomique (7rs) est la cible la
plus couramment utilisée pour carac-
tériser cette diversité. Pour les archées
méthanogenes, le géne codant la méthyle-
coenzyme M réductase (mcrA) de la
voie de la méthanogéneése est également
un marqueur phylogénétique (Luton et
al 2002) qui a été utilisé dans les étu-
des du rumen (Denman et al 2007).
Récemment, la diversité des archées
méthanogeénes du rumen a été étudiée
en utilisant le géne codant les protéines
chaperonnes de type II (Chaban et Hill
2011). Des genes moins universellement
distribués, indicatifs de certaines fonc-
tions, ont également été utilisés pour
étudier certaines parties de la commu-
nauté microbienne. Par exemple, les
geénes codant la formyltétrahydrofolate
synthétase (fhs) et 1'acyl-CoA synthétase
(acsB) ont été utilisés pour identifier des
especes potentiellement homo-acéto-
génes dans le rumen (Gagen et al 2010,
Henderson et al 2010).

La quantification d’espéces micro-
biennes spécifiques en utilisant l'ampli-
fication par PCR du r7s génére des infor-
mations sur la présence et la densité des

microorganismes cibles dans le rumen.
Les variations temporelles et spatiales
dans le nombre des copies rrs induites
par des conditions différentes peuvent
ensuite étre associées a des parametres
biochimiques et fonctionnels de 1'éco-
systéme. Cette approche peut fournir
des informations utiles a I'évaluation de
l'effet des traitements alimentaires sur le
microbiome du rumen, par exemple, les
changements liés a des régimes acido-
genes chez les vaches laitiéres (Khafipour
et al 2009). Cependant, les espéces pour
lesquelles des amorces de PCR spéci-
fiques sont disponibles sont générale-
ment celles qui peuvent étre cultivées
et il ne s'agit pas nécessairement des plus
abondantes. En effet, il a été démontré
que la plupart des especes bactériennes
du rumen auparavant jugées importantes
ne représentent qu'une faible propor-
tion de la communauté bactérienne
totale (Stevenson et Weimer 2007). De
plus, il n'existe aucune preuve du lien
entre la capacité de cultiver une certaine
espeéce et son importance fonctionnelle
dans 1'écosysteme. Les exigences de
croissance des microorganismes et leur
capacité a s’adapter aux conditions de
culture en laboratoire sont les caractéris-
tiques intrinséques qui définissent la pos-
sibilité de l'isolement in vitro. Récem-
ment, l'application de méthodes simples a
permis de cultiver des microorganismes
du rumen qui n’avaient pas ¢été isolés
auparavant (Kenters et al 2010, Koike
et al 2010), laissant ainsi penser que l'ap-
proche de la culture pure est toujours
utile pour comprendre les propriétés des
taxons individuels. En particulier, les
expérimentations contrdlées visant a tes-
ter les hypothéses concernant la fonction
des génes et la réponse microbienne a
des stimuli est largement simplifiée
lorsque les cultures sont disponibles.
Les recherches basées sur la culture sont
toujours valides et peuvent étre complé-
mentaires des approches de biologie
moléculaire permettant d'étudier la struc-
ture et la fonction des communautés
complexes.

L'utilisation des techniques d'emprein-
tes moléculaires, dont les plus commu-
nément utilisées pour le rumen sont le
polymorphisme de conformation des
simples brins (SSCP) (Michelland et al/
2009), I'¢lectrophorése sur gel a gradient
dénaturant (DGGE) (Kittelmann et
Janssen 2011, Popova et al 2011), le
polymorphisme de longueur des frag-
ments de restriction (RFLP) et sa variante
terminal-RFLP (t-RFLP) (Khafipour et
al 2009, Yaiez-Ruiz et al 2010), ainsi
que l'analyse automatique de l'espace
intergénique ribosomal (ARISA)
(Sundset et al 2009, Welkie et al 2010)
peuvent fournir de plus amples informa-
tions sur la structure du microbiome du
rumen. Ces méthodes utilisent une appro-
che non ciblée et sont capables de relever
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les différences et les similitudes dans la
communauté de divers groupes micro-
biens présents dans le rumen, associés a
I'espece ruminante hote, au régime ali-
mentaire et a la conversion alimentaire
(Larue et al 2005, Sadet et al 2007,
Guan et al 2008, Suen et al 2011), mais
elles ne fournissent pas d'informations de
séquence. De plus, le nombre de bandes
ou de pics détectés par ces techniques
est inférieur de plusieurs ordres de gran-
deur a la diversité estimée dans le rumen
(Hess et al 2011, Kim et al 2011). Comme
dans toutes les techniques de PCR, la
sélection des amorces et les problémes
intrinséques au cours de I'amplification
peuvent fausser les profils de diversité
obtenus (Kanagawa 2003, Huws et al
2007). En dépit de ces faiblesses, les
techniques par empreintes moléculaires
sont encore utilisées car elles offrent un
apercu rapide du microbiome. Elles par-
viennent a montrer qu'il existe des diffé-
rences entre les divers traitements, mais
elles ne peuvent pas étre utilisées pour
cataloguer la « liste des piéces » néces-
saire pour une approche de « biologie
des systemes » (Raes et Bork 2008).

2.2 / Le séquencage et les biblio-
théques de génes

La diversité microbienne est davantage
représentée par la constitution de biblio-
théques de génes marqueurs phylogéné-
tiques conservés, communément les r7s,
et par leur séquengage, ce qui a permis
I'accumulation d'un grand nombre de
séquences dérivées du rumen (Kim et
al 2011). Le nombre de clones analysés
par étude augmente de fagon exponen-
tielle avec le perfectionnement et la baisse
du cofit de la technique de séquencage
de I'ADN de Sanger. Par exemple, 133
séquences ont été obtenues par Whitford
et al (1998) dans l'une des premiéres
études utilisant des banques de clones
dans le rumen et 11 171 séquences ont
¢été produites par Durso et al (2010) a
partir d'échantillons fécaux de bovins.
Cependant, la production de données a
¢été révolutionnée par l'apparition de
techniques de séquencage de deuxi¢me
génération, notamment le pyroséquen-
cage, qui peut produire des milliers de
séquences en un seul passage, a un colt
bien inférieur a celui du séquengage tra-
ditionnel avec des nucléotides fluores-
cents. Le rrs est devenu le marqueur
phylogénétique par excellence, avec
une vaste couverture de séquences com-
prenant tous les phylums connus a par-
tir desquels on peut tirer des conclusions
sur la classification des nouvelles séquen-
ces (Head et al 1998). Dans cet article,
nous n’aborderons pas tous les avantages
et inconvénients du recours aux r7s pour
la classification phylogénétique des
microorganismes, mais certains aspects
ne doivent pas étre négligés car ils peu-
vent affecter 'estimation de la diversité.
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L'un d'eux est la présence de multiples
opérons d'ARNr chez les bactéries et
les archées et le fait que tous les opérons
présents dans un génome microbien ne
sont pas identiques. Ceci peut conduire
a une surestimation de la diversité totale,
qui a été calculée a environ 2,5 fois
(Acinas et al 2004). En outre, lorsque la
quantification est effectuée, les micro-
organismes possédant des nombres éle-
vés de copies d'opérons d'ARNr seront
surestimés au détriment d'espéces pos-
sédant moins de copies que la moyenne
de la communauté (Crosby et Criddle
2003). Un autre aspect, plus technique,
est l'erreur attribuée a la technique de
pyroséquengage méme et pouvant condui-
re a une surestimation de l'abondance
des taxons. Si celle-ci n'est pas corrigée,
elle peut affecter jusqu'a 35% des séquen-
ces (Gomez-Alvarez et al 2009, Quince
et al 2009). La surestimation des taxons
a été récemment illustrée lorsqu'un seul
génome a généré des centaines de types
de séquences différentes, aboutissant a
des recommandations de filtrage de qua-
lité strict, et a I'application minutieuse de
limites pour les différences de séquence
afin de regrouper les séquences en taxons
opérationnels (Pukall e a/ 2009, Purushe
et al 2010).

Nous avons comparé une approche de
pyroséquengage pour étudier les champi-
gnons du rumen avec des banques de
clones paralléles de la région des génes
ITS-1 et avons constaté que, d'une
maniere générale, on retrouve le méme
modeéle de communauté en utilisant les
deux techniques (Kittelmann et a/ 2012).
En outre, la comparaison avec la DGGE
a également révélé que les communau-
tés pouvaient étre différenciées par
n'importe laquelle des trois méthodes.
Les membres les plus rares de la com-
munauté ont été détectés plus facilement
par pyroséquencage. Cette étude a éga-
lement révélé que plus de 27% des
séquences fongiques de référence du
rumen répertoriées dans GenBank avaient
regu une assignation incorrecte au niveau
du genre, ce qui compromet les efforts
visant & comparer les communautés.

Le séquengage approfondi des rrs
montre que la structure de la commu-
nauté des bactéries du rumen est affec-
tée par des changements dans la compo-
sition du régime alimentaire (Callaway
et al 2010, Pitta et al 2010). La struc-
ture de la communauté dans la partie
inférieure du tractus gastro-intestinal est
différente de celle du rumen (Callaway
et al 2010), mais aussi considérablement
influencée par 'alimentation (Callaway
et al 2010, Durso et al 2010, Shanks et
al 2011). La complexité de I'alimenta-
tion semble favoriser la diversité. Les
communautés bactériennes du rumen
associées aux régimes a base de chiendent
(Cynodon dactylon), riches en polyosides

structurels et en composés secondaires,
sont plus diversifiées que celles associées
au blé fourrager en croissance (Pitta et
al 2010), et la présence de polyosides
hautement dégradables dans I'alimenta-
tion, tels que l'amidon, réduit le nombre
d'espéces bactériennes dans les féces
(Shanks et al 2011). Comme dans d'au-
tres microbiomes gastro-intestinaux de
mammiféres (Ley et al 2008a), les
phylums prédominants sont les Bacte-
roidetes et les Firmicutes (Brulc et al
2009, Callaway et al 2010, Durso et al
2010). On estime que la diversité micro-
bienne du tractus gastro-intestinal des
ruminants est supérieure a celle de
I'homme (Eckburg et al 2005, Brulc et
al 2009, Durso et al 2010), avec quelques
genres prédominants (20 a 25) représen-
tant jusqu'a 90% du nombre total de
séquences (Callaway et a/ 2010, Durso
et al 2010). En fonction de la localisa-
tion dans le tube digestif et aussi proba-
blement de I'approche technique, la pro-
portion relative des genres peut changer.
Cependant, la plupart des études a iden-
tifi¢ Prevotella comme étant un genre
important, si ce n'est le genre dominant
de la communauté. Ces ¢tudes ont éga-
lement montré que les genres cellulo-
lytiques cultivés tels que Ruminococcus
et Fibrobacter ne sont pas parmi les plus
abondants de la communauté, et ont
détecté la présence de plusieurs autres
genres dégradant les fibres (Brulc et a/
20009, Pitta et al 2010).

Le séquengage complet couvre la
diversité microbienne d'une manicre utile
et élargie, permettant ainsi d'identifier
les membres « centraux » les plus com-
muns dans la communauté, mais égale-
ment les membres « rares » qui pour-
raient étre associés aux pratiques ali-
mentaires (Shanks ez a/ 2011). Les mem-
bres rares ne sont pas détectables par
des techniques moins sensibles (Pedros-
Alio 2006). Néanmoins, cet ensemble de
données étendu sur les rrs confirme
généralement des informations qui ont
¢été suggérées par des approches d’em-
preintes moléculaires ou de séquengage
de banques de clones de petite taille.
L'approche du séquencage des genes rrs
est une bonne méthode pour effectuer une
classification phylogénétique initiale de
nouveaux microorganismes, pas encore
cultivés, jusqu'au niveau du genre. Toute-
fois, la résolution des informations conte-
nues dans ce seul géne n'est pas suffi-
sante pour définir une espéce (Rossello-
Mora et Amann 2001). L'utilisation d'un
ensemble étendu de génes marqueurs
offre une meilleure image qualitative et
quantitative des communautés naturelles
(von Mering et al 2007). Fait important,
ces auteurs ont également déterminé
qu'il n'existe pas de paralléle automa-
tique entre la similarité phylogénétique
et le phénotype ou la fonction microbi-
enne. Les microorganismes phylogéné-
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tiquement proches peuvent souvent avoir
des fonctions et des caractéristiques
métaboliques différentes (Achenbach et
Coates 2000, von Mering et al 2007), ce
qui souligne l'importance de caracté-
riser les propriétés fonctionnelles de
'écosysteme.

3 / Projets concernant les gé-
nomes microbiens du rumen

Les premicres études menées sur les
geénes individuels des microorganismes
du rumen étaient basées sur la détection
de geénes provenant des bibliothéques
d'ADN génomique via des criblages
fonctionnels ou, plus récemment, via
amplification par PCR de genes d’inté-
rét et de leurs homologues. En revanche,
seules les activités de ces génes correc-
tement exprimés dans des souches de
E. coli ont été détectées, menant inévi-
tablement a une sous-estimation consi-
dérable des genes présents. Les premiers
genes identifiés a travers ces approches
codaient des cellulases de Fibrobacter
succinogenes (Crosby et al 1984). Par la
suite, sept génes de F. succinogenes codant
des enzymes de dégradation des fibres
ont été trouvés grace a ces approches
génétiques conventionnelles (Forsberg
et al 2000). Lorsque le génome de Fibro-
bacter succinogenes S85 a été séquencé,
il a révélé 104 cadres ouverts de lecture
(ORF) prédits comme codant des enzymes
participant a la dégradation des parois
végétales, dont 33 cellulases, 24 xyla-
nases et 14 estérases (Jun et al 2007).
Cet exemple illustre bien la force du
séquencage des génomes, le génome
F succinogenes ayant montré un poten-
tiel enzymatique plusieurs fois supérieur
a celui de toutes les études précédentes
sur cet organisme.

Les progres technologiques ont permis
au séquengage du génome de devenir
plus simple et abordable. Ces derniéres
années, le rythme de séquengage du
génome des bactéries du rumen a conti-
nué de s'accélérer et a apporté un élan
considérable a la microbiologie du rumen.
11 existe actuellement 16 séquences géno-
miques accessibles de microorganismes
du rumen (tableau 1), dont la moitié
sont des génomes complets. Ces projets
de séquencage ont des objectifs diffé-
rents, de la découverte de nouveaux
génes codant des activités de dégrada-
tion des fibres pour améliorer la produc-
tion animale ou pour la dépolymérisa-
tion des matiéres premiéres visant la
production de biocarburants, jusqu'a
l'atténuation des émissions de méthane
par les ruminants au travers d'interven-
tions contre les méthanogénes. Ces pro-
jets apportent également des technologies
fonctionnelles « omiques » permettant de
parvenir a une meilleure compréhension

des fonctions des génes au sein de ces
organismes. L'expression différenticlle
de genes (transcriptomique) et I'expres-
sion des protéines (protéomique) ou la
production de métabolites (métabolomi-
que), sont utilisées pour confirmer les
fonctions des geénes annotés et tester
les hypothéses sur le role des génes « in-
connus » ou « hypothétiquement conser-
VEés ».

Les séquences des génomes bactériens
obtenues a ce jour ont apporté une im-
mense quantité de séquences génétiques
a la base de données grandissante des
geénes microbiens du rumen. Les géno-
mes bactériens complets permettent
d’identifier a eux seuls actuellement plus de
27 000 séquences protéiques codantes
(CDS), et il est probable que ce chiffre
soit multiplié par deux dans un avenir
proche avec la résolution de plusieurs
ébauches de génomes et le lancement
de nouveaux projets de séquencage de
génomes microbiens du rumen. Cette
connaissance peut apporter une contri-
bution bénéfique a certains aspects des
processus digestifs des ruminants et peut
également influencer positivement les
produits des ruminants. Comme indiqué
dans le tableau 1, la majorité des projets
actuels de séquencage de génome visent
les bactéries de dégradation de la cellu-
lose et des hémicelluloses, et on peut en
attendre des bénéfices pour la produc-
tion des ruminants dans le domaine de
la dégradation des fibres du rumen. Les
polyosides structurels forment des ensem-
bles complexes au sein de la paroi des
cellules végétales et une gamme d'acti-
vités enzymatiques est nécessaire pour
les dégrader. On trouve ces activités enzy-
matiques dans une grande variété de
microorganismes phylogénétiquement
distincts, principalement dans les bacté-
ries, mais aussi dans les champignons
et, a un degré moindre, dans les proto-
zoaires.

Plus récemment, les données de méta-
génomique du rumen ont permis de com-
mencer a reconstruire des génomes bac-
tériens individuels. En effet, 1'étude de
séquencage métagénomique approfon-
die réalisée par Hess et al (2011) a per-
mis d’assembler correctement 15 ébau-
ches de génomes contenant entre 60% et
93% de leurs genes centraux respectifs.
Par ailleurs, des données de séquences
de génome de cellules microbiennes indi-
viduelles non cultivées, isolées directe-
ment de la communauté complexe du
rumen ont été obtenues en utilisant des
techniques d'isolement « single cell ».
Apres amplification du génome entier,
une des cellules individuelles analysées
correspondait au groupe de génomes APb,
I'un des plus grands groupes assemblés
a partir des données de metagénomiques.
La séquence 7rs indiquait que 1'organis-
me était relié a Butyrivibrio fibrisolvens.

Nous avons ensuite analysé le groupe de
génomes APb (2,41 Mpb) et découvert
qu'il correspond a 1'ébauche de génome
d'une souche de Butyrivibrio hungatei
(3,37 Mpb, Palevich ef al, non publi¢).

3.1/ Que révélent les génomes
des bactéries fibrolytiques du
rumen sur leurs stratégies de
dégradation des polyosides com-
plexes ?

Chaque espéece de bactéries responsa-
bles de la solubilisation des polyosides
végétaux semble adopter une stratégie
différente d’hydrolyse des fibres. La
souche F succinogenes S85 ne peut
métaboliser que les produits de dégra-
dation de la cellulose. En effet, bien que
son génome code une série d'enzymes
capables d'hydrolyser une vaste gamme
de polyosides des parois cellulaires végé-
tales, il manque a F. succinogenes des
genes codant les protéines de transport
ou les enzymes impliquées dans le
métabolisme des polyosides non cellu-
losiques tels que les xylanes. Ainsi, elle
semble coder les activités enzymatiques
en ciblant les polyosides non cellulo-
siques uniquement pour ouvrir le pas-
sage vers son substrat principal, la cel-
lulose. Seules de faibles activités extra-
cellulaires de cellulase peuvent étre
détectées dans le surnageant des cultu-
res de F succinogenes (Groleau et Fors-
berg 1981), et la fixation de la bactérie
sur des substrats cellulosiques solides
semble étre une condition préalable a la
dégradation de la cellulose (Kudo et a/
1987, Weimer et Odt 1995). F. succino-
genes ne possede pas de composants des
cellulosomes tels que les dockerines,
cohésines et scaffoldines (voir ci-dessous)
(Doi et Kosugi 2004). Ainsi, il semble
que la dégradation de la cellulose par F.
succinogenes implique une interaction
synergique significative entre la cellule
et ses enzymes (Lynd et al 2002) et
qu'elle pourrait bien impliquer un pro-
cessus non-enzymatique (Brumm et a/
2011).

L'espéce Ruminococcus flavefaciens
code un large éventail d'enzymes dont on
prévoit la sécrétion par la cellule et I'as-
semblage en un échafaudage extréme-
ment organisé, appelé cellulosome, qui
joue le role de médiateur dans 1’adhé-
sion et la dégradation des fibres végéta-
les. Les geénes identifiés dans le génome
de Ruminococcus flavefaciens FD-1
indiquent qu'il peut utiliser toute une
gamme de polyosides des parois cellu-
laires végétales (Berg Miller ez al 2009).
IIs confirment également la présence d'un
complexe multienzymatique de type cel-
lulosome dans lequel les enzymes sont
liées a une structure d'échafaudage non
catalytique par l'intermédiaire de domai-
nes appelés dockerines. L'organisation
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des cellulosomes chez FD-1 est extréme-
ment complexe et plus de 200 protéines
contenant des dockerines ont été identi-
fiées a partir de la séquence du génome
(Rincon et al 2010). L'analyse de 1'ex-
pression des génes dans cet organisme
indique que le type de substrat utilisé
par R. flavefaciens FD-1 peut influen-
cer la composition enzymatique du cel-
lulosome.

Le génome de R. albus 7 est désormais
complet et a été déposé sur le site Web

de I'Institut JGI (http://genome. jgi-psf.
org/rumal/rumal.info.html). Ce génome
est organisé dans un chromosome d’en-
viron 3,7 Mpb, avec 2 mégaplasmides de
420 kpb et 352 kpb, et 2 plasmides de
plus petite taille, de 15,9 kpb et 7,4 kpb.
Sur la base de notre analyse de la séquen-
ce du génome de R. albus 7, il contient
beaucoup moins de protéines de type
dockerine que R. flavefaciens FD-1. R.
albus 7 possede 29 protéines contenant
des dockerines, dont 25 sur le chromo-
some principal, 3 sur le plasmide de

420 kpb et 1 sur le plasmide de 352 kpb.
Plusieurs de ces protéines a dockerines
contiennent des domaines de dégradation
des polyosides. Bien que la séquence du
génome de R. albus 8 soit moins bien
annotée, elle semble avoir environ 40
protéines identifiées comme contenant des
dockerines de type I (http://www.jcvi.org/
rumenomics). Le plus petit nombre de
protéines a dockerines indique vraisem-
blablement que R. albus posséde un cel-
lulosome moins bien développé que R.

flavefaciens. La séquence incompléte du

Tableau 1. Séquences génomiques de bactéries du rumen disponibles publiquement.

. . Taille . Centre de séquencgage,
Organisme Contigs (pb) G+C% Famille référence @
Bactéries fibrolytiques
Butyrivibrio proteoclasticus B316 ® 1 3 555 059 40 Lachnospiraceae AgResearch,

1 302 355 40
1 186 328 38
Eubacterium cellulosolvens 6 107 3 260 436 48 Lachnospiraceae JGlI
, NACGFRB,
Prevotella bryantii B14 98 3592 947 39 Prevotellaceae Purushe et al (2010)
. b NACGFRB,
Prevotella ruminicola 23 1 3 619 559 47 Prevotellaceae Purushe et al (2010)
Fibrobacter succinogenes S85 b 1 3 842 635 48 Fibrobacteraceae JGINACGFRB,
Suen et al (2011)
Ruminococcus albus 7° 1 3 685 408 44 Ruminococcaceae JGI
1 420 706 38
1 352 646 44
1 15907 36
1 7 420 42
Ruminococcus albus 8 245 4 373 730 46 Ruminococcaceae NACGFRB
. . . NACGFRB,
Ruminococcus flavefaciens FD-1 119 4 573 608 45 Ruminococcaceae Berg Miller et al (2009)
Autres bactéries
Actinobacillus succinogenes 1302 b 1 2319 663 44 Pasteurellaceae JGI
Desulfotomaculum ruminis DSM 2154 66 3 864 667 47 Peptococcaceae JGI
Desulfovibrio desulfuricans subsp. L
desulfuricans str. ATCC 27774 ° 1 2 873 437 58 Desulfovibrionaceae JGI
Basfia succiniciproducens MBEL55E ® 1 2314 078 42 Pasteurellaceae KAIST,
P Hong et al (2004)
Slackia heliotrinireducens DSM 20476 ° 1 3 165 038 60 Coriobacteriaceae JGI, Pukall et al (2009)
Treponema saccharophilum DSM 2985 56 3453 897 53 Spirochaetaceae JGI
Wolinella succinogenes DSM 1740 b 1 2110 355 48 Helicobacteriaceae MPI, Baar et al (2003)
Megasphaera elsdenii DSM 20460 1 2474718 53 Veillonellaceae BOKU, Marx et al (2011)

*NACGFRB : North American Consortium for the Genomics of Fibrolytic Rumen Bacteria ; JGI : Joint Genome Institute ; KAIST :
Korea Advanced Institute of Science and Technology ; MPI : Max Planck Institute ; BOKU University of Natural Resources and

Life Sciences, Vienna, Austria.
® Génomes complets.
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génome de R. albus 8 avait été utilisée
auparavant pour identifier les protéines
impliquées dans 'adhésion et la dégra-
dation de la cellulose (Devillard et al
2004). Par rapport a la souche de type
sauvage, les souches mutantes de R.
albus 8 défaillantes en termes de dégra-
dation de la cellulose sont dépourvues de
deux protéines de haute masse molaire,
qui ont été identifiées comme endocel-
lulases Cel48A et Cel9B. Les especes
Butyrivibrio et Pseudobutyrivibrio ont
fait I’objet récemment d’un regain d’in-
térét en raison de leurs fortes capacités
de dégradation du xylane et la prévalence
de leurs genes rrs dans les banques de
séquences extraites des contenus rumi-
naux (Attwood et al 2004, Moon com-
munication personnelle). Le récent
séquencage du génome de Butyrivibrio
proteoclasticus a identifié un grand
nombre de geénes impliqués dans l'utili-
sation des polyosides végétaux, notam-
ment les hémicelluloses (Kelly et al
2010). Ceux-ci comprennent des glyco-
side hydrolases [GH], (principalement
des familles 2, 3, 5, 10, 13, et 43 des
feruloyl- et des acétyl-xylane estérases,
ainsi qu'une variété de pectates lyases.
Plusieurs des GH de B. proteoclasticus
sont annotées comme appartenant a
différentes catégories de xylanases, de
xylosidases ou d'arabinosidases, corré-
lant a la capacité de la bactérie a bien
se développer sur le xylane. Cependant,
bien que le B. proteoclasticus soit inca-
pable de croitre sur de la cellulose comme
source de carbone, deux geénes de cellu-
lase sont présents. Une analyse protéo-
mique a montré qu'au moins une de ces

cellulases est exprimée de maniére cons-
titutive au cours de la croissance sur le
xylane ou le xylose (Dunne et a/ 2007).
Bien que les activités exactes de ces
enzymes n'aient pas été définies, il sem-
ble probable qu'elles contribuent en
améliorant I'accés aux hémicelluloses et
aux pectines, qui semblent étre les sub-
strats préférentiels de B. proteoclasticus.
Une caractéristique intéressante des
enzymes de B. proteoclasticus impliquées
dans la dégradation des polyosides est le
fait que la plupart seraient localisées au
sein de la cellule. Cette localisation pré-
sumée des enzymes suggere qu'un nom-
bre limité d'enzymes sécrétées génére
une variété d'oligosaccharides complexes
qui sont ensuite transportés dans la cel-
lule pour étre dégradés et métabolisés.
Le regroupement des génes codant des
enzymes intracellulaires dégradant les
polyosides, avec des génes codant pour
les transporteurs, les régulateurs de la
transcription et les senseurs environne-
mentaux dans des locus d'utilisation des
polyosides (Kelly et al 2010), soutient
ce modele. Les données d'expression
génique suggerent également une co-
expression de ces genes lorsque B. pro-
teoclasticus croit sur un substrat insolu-
ble, le xylane. L'expression coordonnée
des enzymes de dégradation des poly-
osides avec des transporteurs de sucre
est probablement un mécanisme per-
mettant de réduire la concurrence des
microorganismes saccharolytiques en
limitant la quantité de saccharides préts
a étre utilisés et libérés dans le milieu
environnant. Il a également été démontré
que B. proteoclasticus adhere a la maticre

Tableau 2. Projets de séquengage du génome de méthanogenes du rumen.

végétale et que, outre ses vastes capacités
de dégradation de 1'hémicellulose, ceci
implique qu'il est capable de coloniser et
de dégrader les plantes dans l'environ-
nement du rumen. Etant donné que 1'on
suppose que 1'hémicellulose entoure la
cellulose dans la plupart des modéles de
parois cellulaires végétales et qu'elle
serait donc I'un des premiers polyosides
végétaux rencontrés par les bactéries
envahissantes, il est possible que /e B.
proteoclasticus soit une bactérie de colo-
nisation et dégradation initiale du maté-
riel végétal dans le rumen.

3.2 / Projets de séquencage du
génome des méthanogénes du
rumen

Le méthane est un gaz a effet de serre
important et les émissions provenant de
sources agricoles représentent environ
40% du méthane d'origine anthropique
total, dont 25% provient directement de
la fermentation entérique du bétail
(Olivier et al 2005). 11 existe plusieurs
projets de séquencage du génome des
méthanogénes du rumen en cours ou
terminés, qui optimisent notre compré-
hension de la diversité et de la capacité
métabolique des archées méthanogénes
dans le rumen (tableau 2).

Le génome de Methanobrevibacter
ruminantium M1 fut le premier génome
de méthanogene du rumen a étre séquen-
cé. Cette information de séquencage a
confirmé le mode de vie hydrogénotrophe
de M. ruminantium M1 tandis que des

Ordre Genre ngeé:te.{.(ﬁ:i? : cuh e)(a) Souche Origine(b) Statut®
Methanobacteriales Methanobrevibacter | Ruminantium M1 Bovine Complet
YLM1 Ovine Incomplet
YE286 Bovine Incomplet
(gottschalkii) SM9 Ovine Complet
Methanobacterium Bryantii YE299 Bovine Incomplet
(formicicum) BRM9 Bovine Complet
Methanobrevibacter | (wolinii) ABM4 Ovine Incomplet
Methanosphaera (stadtmanae) 3F5 Ovine Incomplet
Methanosarcinales Methanosarcina (barkeri) CM1 Bovine Incomplet
I‘Ii'::;r;g%lsﬁrxilgf-associated Not assigned (Thermoplasma sp.) TALC Bovine Complet

@ Espéces valablement attribuées, ou clade selon Janssen et Kirs (2008) ou plus proche parent cultivé, tel que déterminé
Par la similarité de séquence du géne de la petite sous-unité d’ARN ribosomal.
®) Toutes les souches ont été initialement isolées de contenu du rumen, sauf ABM4 qui a été isolée a partir de la caillette

d’ovin.

© Espéces méthanogénes séquencées dans le cadre des programmes suivants : M1 et SM9, NZ Pastoral Greenhouse
Gas Research Consortium; YLM1 et BRM9, NZ Ministry of Agriculture and Forestry Sustainable Land Management and
Climate Change Fund; 3F5 and ABM4, NZ Agricultural Greenhouse Gas Research Centre; YE 286 and YE299, Com-
monwealth Scientific and Industrial Research Organisation-Queensland Department of Primary Industry and Beef
Cooperative Research Centre; TALC, Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation, Livestock Industries.
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études d'expression génique ont indiqué
que le formiate est peut-étre un substrat
important pour la méthanogénéese durant
la croissance syntrophique avec les bac-
téries du rumen (Leahy et a/ 2010). Il a
également été présumé et montré que
les alcools a chaine courte stimulent la
croissance sur les substrats hydroge-
ne/CO», mais ne permettent pas la crois-
sance a eux seuls. Une des originalités
observées lors de I’analyse du génome
de M. ruminantium a été l'absence de
geénes codant le systéme d'enzymes de
la méthyle-coenzyme M réductase 11
(Mcr II), une isoenzyme de l'enzyme
Mcr 1, qui se trouve généralement dans
les méthanogénes hydrogénotrophes
d’autres écosystémes. Dans les métha-
nogenes non-hydrogénotrophes, le syste-
me Mecr II est régulé de fagon différen-
tielle au cours de la croissance (Reeve et
al 1997, Luo et al 2002), et I'on suppose
qu'il joue un réle de médiateur dans la
formation de méthane a des pressions
partielles d'hydrogene élevées. Dans le
rumen, les méthanogenes dépendent des
microorganismes fermentaires pour leur
fournir de I'hydrogene, qui est générale-
ment maintenu a de trés faibles concen-
trations (Janssen 2010). L'absence d'un
systéme Mcr II chez M. ruminantium sug-
gere qu'il est adapté a la croissance en
présence de faibles niveaux d'hydrogéne,
avec uniquement le systéme Mcr L.

Comme dans les génomes des archées
méthanogenes intestinales humaines
Methanosphaera stadtmanae (Fricke et
al 2006) et Methanobrevibacter smithii
(Samuel ef al 2007), le génome de M.
ruminantium code des protéines de sur-
face qui ont des caractéristiques sembla-
bles a celles des adhésines bactériennes
facilitant I’adhésion aux surfaces. Le rdle
de ces protéines est méconnu, mais lors
d'expériences en co-culture, des genes
codant plusieurs de ces protéines de type
adhésines ont été surexprimés et 'exa-
men microscopique a montré la co-agré-
gation de cellules de M. ruminantium et
de B. proteoclasticus (Leahy et al 2010).
L'abondance de génes codant ces protéi-
nes de type adhésine dans le génome de
M. ruminantium indique une importante
capacité a moduler la topologie de la
surface cellulaire, et suggere un rdle pro-
bable de médiation de liens étroits avec
des bactéries, champignons et protozoai-
res produisant de 1'hydrogéne. Outre les
protéines de type adhésine, M. ruminan-
tium code plus de 50 génes impliqués
dans la synthése et 1'exportation d’exo-
polysaccharides. Ceci est en accord avec
la production d’une capsule par M. rumi-
nantium (Kandler et Konig 1978, Kandler
et Konig 1985).

Une découverte inattendue dans la
séquence du génome de M. ruminantium
fut la présence d'une séquence d’un pro-
phage de méthanogénes, désigné emru

INRA Productions Animales, 2013, numéro 4

(Attwood et al 2008, Leahy et al 2010).
L'analyse de la séquence du prophage
¢mru a identifié des geénes codant la
fonction de lyse cellulaire. Un de ces
genes, codant pour une endoisopepti-
dase désignée PeiR, a été sous-cloné et
exprimé chez E. coli et il a été démontré
qu'il joue un roéle dans la lyse cellulaire
de M. ruminantium in vitro (Leahy et al
2010). La découverte de deux génes de
peptide synthétases non ribosomiques
(NRPS) a également été surprenante, car
ils ont été les premiers a étre observés
dans un génome archéen. Une vaste
gamme d'activité a été attribuée aux pep-
tides non ribosomiques (PNR), mais dans
ce cas, ni le peptide produit par le géne
de M. ruminantium NRPS, ni sa fonction
ne sont connus.

4 / La recherche de fonctions
a travers la métagénomique

La métagénomique est l'analyse de
séquences obtenues a partir d'un échan-
tillon comprenant plusieurs espéces
microbiennes. La métagénomique fonc-
tionnelle consiste a exprimer ces séquen-
ces lorsqu'elles sont insérées dans un
vecteur tandis que la métagénomique
basée sur des séquences repose sur la
comparaison des séquences avec une
base de données.

4.1 / Métagénomique fonctionnelle

Parce que le rumen a évolué pour deve-
nir un systéme de dégradation de la ligno-
cellulose efficace et complexe, il a fait
'objet d'études métagénomiques visant
a déterminer et saisir la diversité des
activités enzymatiques présentes. La
métagénomique fonctionnelle est utili-
sée pour identifier les enzymes hydroly-
tiques d'intérét biotechnologique en uti-
lisant des substrats spécifiques, en parti-
culier des enzymes impliquées dans la
déconstruction des polyosides structurels
végétaux. Cette approche a été initiée
par Ferrer et al (2005), qui ont détecté
neuf endoglucanases, douze estérases
et une cyclodextrinase a partir d'une
bibliothéque métagénomique du rumen
de vaches laitieres. Par la suite, plusieurs
groupes ont utilisé les bibliothéques
métagénomiques afin d'isoler certaines
enzymes de dégradation des polyosides
provenant du rumen (tableau 3). Cette
approche dépend de la disponibilité des
essais biologiques appropriés pour les
activités d'intérét, et a ce jour l'attention
s'est portée principalement sur la dégra-
dation de la cellulose et de I'hémicellu-
lose. Les bibliothéques métagénomique
du rumen ont également été utilisées
avec succeés pour rechercher d'autres
activités biologiques, y compris de nou-
velles lipases (Liu et al 2009, Bayer et
al 2010), polyphénol oxydase (Beloqui

et al 20006), et une enzyme capable de
dégrader le 3,5,6-trichloro-2-pyridinol,
un produit de dégradation du chlorpy-
rifos, un insecticide organophosphoré
(Math et al 2010). En outre, des génes
de phytases ont été isolés par criblage
de I'ADN génomique de rumen de vaches
et de chévres en utilisant des amorces
dégénérées (Huang ef al 2010).

La métagénomique fonctionnelle per-
met de découvrir de nouvelles enzymes
et voies métaboliques dans le rumen si
des stratégies novatrices pour le criblage
sont développées. Le mécanisme enzy-
matique nécessaire pour hydrolyser les
polyosides végétaux structurels est un
objectif évident, mais les domaines cata-
lytiques retrouvés a ce jour appartiennent
tous a des familles connues. D'autres
objectifs potentiels comprennent la bio-
transformation de composés d'intérét pour
I'animal ou le consommateur, tels que
les antioxydants et les acides linoléiques
conjugugés, ou la détoxification de toxines
végétales, de mycotoxines et de xénobio-
tiques. D'autres stratégies utilisées dans
le criblage métagénomique fonctionnel
sont la complémentation hétérologue de
souches mutantes et I'induction de génes
rapporteurs (Simon et Daniel 2011). Un
des inconvénients de ces techniques est le
fait que les hotes microbiens d'expres-
sion n'expriment pas toujours les protéi-
nes d'autres groupes taxonomiques sous
une forme fonctionnelle.

4.2 /| Métagénomique et méta-
transcriptomique basée sur les
séquences

L'exploration des microorganismes
présents dans l'intestin des mammiferes
a travers la métagénomique basée sur
les séquences est une technique récente
qui refléte 'attention croissante accor-
dée au réle des communautés micro-
biennes intestinales sur la santé de I'hote.
Cet élan provient de grands projets de
séquengage des communautés microbi-
ennes intestinales de I'Homme soutenues
par 1'Union européenne (www.metahit.eu)
et les Instituts Nationaux de la Santé aux
Etats-Unis (projet portant sur le micro-
biome humain, https://commonfund.nih.
gov/hmp ). Nous avons connaissance de
nombreux projets en cours utilisant une
approche de métagénomique ou de méta-
transcriptomique (cf. encadré) sur le
microbiome du rumen, mais il existe
encore peu de rapports publiés. Bien que
des approches différentes aient été utili-
sées, de grandes études basées sur les
séquences ont commencé a cataloguer
les génes présents et a examiner les pro-
cessus du rumen impliqués dans la
dégradation des fibres (Brulc et al 2009).
L'importance de l'exploration de 1'envi-
ronnement du rumen selon ce procédé a
été¢ démontrée par 1'é¢tude du JGI met-
tant I'accent sur la communauté micro-
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Tableau 3. Enzymes dégradant les polyosides végétaux identifiées a partir des bibliotheques métagénomiques du rumen.

Famille CAZy | Activité (nombre) Animal Référence

GH3 B-glucosidase Vache Wang et al (2009)
GH3 B-xylosidase Vache Shedova et al (2009)
GH3 non spécifiée (15) Vache Hess et al (2011)
GH5 endo-glucanase (7) Vache Ferrer et al (2005)
GH5 cellodextrinase (2) Buffalo Duan et al (2009)
GH5 endo-glucanase (12) Buffalo Duan et al (2009)
GH5 endo-B-1,4-glucanase Buffalo Liu et al (2009b)
GH5 endo-B-1,4-glucanase Vache Shedova ef al (2009)
GH5 endo-B-1,4-glucanase (2) Vache Wang et al (2009)
GH5 endo-xyloglucanase Vache Wong et al (2010a)
GH5 exo-xyloglucanase Vache Wong et al (2010b)
GH5 non spécifiée (27) Vache Hess et al (2011)
GH5 endo-glucanase/xylanase Yak Chang et al (2011)
GH5/GH26 glucanase/mannanase/xylanase Vache Palackal et al (2007)
GH5/GH26 non spécifiée (1) Vache Hess et al (2011)
GH8 non spécifiée (2) Vache Hess et al (2011)
GH9 non spécifiée (20) Vache Hess et al (2011)
GH10 non spécifiée (21) Vache Hess et al (2011)
GH13 cyclomaltodextrinase Vache Ferrer et al (2007)
GH26 endo-glucanase (2) Vache Ferrer et al (2005)
GH26 mannanase (2) Buffalo Duan et al (2009)
GH26 non spécifiée (1) Vache Hess et al (2011)
GH43 exo-a-1,5-L-arabinase Vache Wong ef al (2008)
GH43 endo-a-1,5-L-arabinase Vache Wong et al (2009)
GH43 arabinosidase/xylosidase (3) Vache Zhao et al (2010)
GH43 endo-xylanase Vache Zhao et al (2010)
GH48 non spécifiée Vache Hess et al (2011)
GH57 a-amylase Vache Zhao et al (2010)
CEG6 acetyl-xylane estérase Vache Lopez-Cortés et al (2007)
- estérase non spécifiee (11) Vache Ferrer et al (2005)

- estérase non spécifiée (2) Vache Zhao et al (2010)

bienne attachée a du panic érigé (Panicum
virgatum) incubé dans le rumen des
vaches laitiéres (Hess ef a/ 2011, tableau
3), et par I'analyse métatranscriptomique
du rumen du beeuf musqué, qui a mis
l'accent sur les champignons et proto-
zoaires anaérobies (Qi er al 2011). Le
tableau 4 compare la répartition des
principales familles de glycoside hydro-
lases impliquées dans la dégradation
des polyosides végétaux dans ces études
de métagénomique ou de métatranscrip-

tomique, ainsi que dans les quatre bac-
téries fibrolytiques du rumen, dont les
génomes ont été entiérement séquences.
A noter que les familles de GH impli-
quées dans la dégradation de la cellulo-
se sont bien représentées dans les deux
bactéries cellulolytiques (F. succinogenes
et R. albus) ainsi que dans le métatrans-
criptome eucaryote microbien des beeufs
musqués, mais moins répandues dans les
autres ¢tudes. Les profils métagéno-
miques semblent plus semblables a ceux

des organismes dégradant I'hémicellulose
et la pectine (Butyrivibrio et Prevotella).
Dans I'ensemble, les principales activi-
tés des GH trouvées (GH43, GH3, GH2,
GH13) sont en corrélation avec celles
détectées dans les métagénomes d'autres
environnements microbiens (Li et al
2008).

11 serait utile que les données métagé-
nomiques basées sur les s€quences soient
placées dans un contexte taxonomique.
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Tableau 4. Profils des principales familles de Glycoside Hydrolase (GH) impliquées dans la dégradation des polyosides végé-

taux dans le rumen.

Les valeurs indiquées représentent le pourcentage du total des GH présentes dans chaque espéce / métagénome / métatrans-
criptome. Les cing derniéres colonnes indiquent les substrats sur lesquels les différentes familles d’enzymes sont actives.
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Les données proviennent de deux études métagénomiques du rumen de bovins (Brulc et al 2009, Hess et al 2011), de I'étude
de métatranscriptomique des eucaryotes du rumen du beeuf musqué (Qi et al 2011), et des séquences génomiques complétes
de quatre bactéries fibrolytiques du rumen : Butyrivibrio proteoclasticus B316 (Kelly et al 2010), Fibrobacter succinogenes S85
(Suen et al 2011), Prevotella ruminicola 23 (Purushe et al 2010) et Ruminococcus albus 7. Les informations sur leurs profils GH
ont été obtenues a partir de la base de données CAZy (http://www.cazy.org/). L'analyse des familles de GH non incluses dans
les publications originales a été réalisée comme décrit par Warnecke et al (2007).

L'analyse des données métagénomiques
serait en effet facilitée par I’existence
d’un ensemble de séquences des géno-
mes microbiens du rumen de référence,
analogue au catalogue des génomes
de référence du microbiome humain
(The Human Microbiome Jumpstart
Reference Strains 2010), servant a étayer
I'analyse des ensembles de données
métagénomiques de l'intestin humain.
L'importance des génomes de référence
pour ce type d'analyse est visible dans
les progres rapides accomplis dans ce
domaine de la recherche (Arumugam et

al 2011). Concernant la métatranscrip-
tomique, un nouveau logiciel peut dé-
sormais gérer les données de séquence
d'ARN sans avoir recours aux génomes
de référence (Grabherr et al 2011),
mais celui-ci n'a pas encore été testé
dans des écosystémes complexes tels
que le rumen. Néanmoins, un plus
grand nombre de génomes disponibles
et un catalogue des génes de référence
de bonne qualité ne peuvent que renfor-
cer ’espoir que la métatranscripto-
mique révele de nouveaux traits fonc-
tionnels.

5/ Lier les données de géno-
mique et de métagénomique
a la nutrition et a d'autres
caractéristiques de la pro-
duction animale

Le catalogage des génes et des fonctions
du microbiome est une étape indispensa-
ble pour modéliser et lier le métabolisme
microbien du rumen a celui de 1'hote
(Raes et Bork 2008, Karlsson et a/ 2011).
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Traditionnellement, les caractéristiques
de la nutrition et de la production chez les
ruminants ont ét¢ évaluées sans tenir
compte du microbiome du rumen. Désor-
mais, l'inclusion de cette « composante »
du super-organisme offre une bonne
opportunité d'améliorer notre compréhen-
sion des caractéristiques digestives et bio-
logiques de I'hdte. Comme indiqué dans
les parties précédentes, le microbiome du
rumen est complexe, extrémement diver-
sifié, et son catalogue de génes est incom-
plet. En considérant des concepts écolo-
giques, la diversité taxonomique et fonc-
tionnelle du microbiome devrait assurer
de hauts niveaux de redondance et, par
conséquent, de la stabilité (Konopka
2009). La stabilité assure le maintien des
fonctions suite a des changements dans
le régime alimentaire ou a d'autres con-
traintes environnementales. Cependant,
plusieurs questions écologiques fonda-
mentales restent sans réponse. Les
membres et les fonctions essentiels de
la communauté doivent étre définis de
maniére concluante afin de répondre a
des questions simples mais pertinentes,
telles que : Les microorganismes du
rumen numériquement dominants sont-
ils tous des membres clés de la commu-
nauté ? Certaines fonctions clés sont
peut-étre assurées par des membres rares.
Les membres rares constituent une « as-
surance » pour 1'hote lors des change-
ments environnementaux, comme cela a
été décrit pour certains microorganismes
spécialisés dégradant les toxines végé-
tales (Weimer 1998), mais bien d'autres
fonctions peuvent étre cachées au sein
des membres rares de la communauté
(Pedros-Alio 2006).

Récemment, Muegge et al (2011) ont
démontré que les microbiomes des mam-
miféres ont un grand nombre de fonctions
en commun, ce qui implique que des
résultats obtenus a partir d'études sur les
humains et d'autres animaux peuvent ren-
seigner les concepts généraux appliqués
aux ruminants. Les lignées (divisions)
microbiennes restent associées a un envi-
ronnement donné (von Mering et al 2007)
et celles qui sont présentes dans I'intestin
ne se trouvent généralement pas dans d'au-
tres environnements (Ley ef al 2008b).
En outre, les microorganismes intestinaux
sont largement partagés parmi les mam-
miferes (Ley et al 2008a), ce qui renforce
l'idée selon laquelle certains concepts sont
universellement applicables a tous les étres
humains et aux especes d'¢levage. Chez
I'Homme, un noyau métagénomique mi-
nimum pour le bon fonctionnement du
microbiome et 'ensemble minimal de
geénes nécessaires pour qu'une bactérie
trouve sa niche dans l'intestin ont été
identifiés (Qin et al 2010). En outre,
chez les hotes humains, un nombre réduit
d’assemblages microbiens, appelés enté-
rotypes, a été identifi¢ (Arumugam et a/
2011). Ces entérotypes sont caractérisés

par la prédominance de différentes chai-
nes trophiques, reflétant les capacités dis-
tinctives de I'hote a extraire I'énergie des
aliments, et ce concept peut s'appliquer
aux ruminants (Arumugam et a/ 2011).
Il est intéressant de noter que toutes les
fonctions microbiennes importantes sont
fournies par les bactéries dominantes et
Arumugam ef al (2011) suggérent que les
biomarqueurs fonctionnels sont plus ro-
bustes que les biomarqueurs phylogéné-
tiques dans l'identification des entérotypes
associés aux caractéristiques phénotypi-
ques des hotes. Les voies métaboliques
complémentaires fournies par le micro-
biome influencent le phénotype des ani-
maux et des humains et les font réagir
différemment a l'alimentation et aux
médicaments (Nicholson et al 2005, Li
et al 2008, Claus et al 2011).

Le métabolisme des polyosides com-
plexes et les voies menant a I'élimination
de I'nydrogene sont deux caractéristiques
essentielles qui ont été identifiées dans
les microbiomes intestinaux (Brulc et al
2009, Qin et al 2010, Arumugam et al
2011, Hess et al 2011, Muegge et al
2011). Ces deux activités sont li¢es étant
donné que l'utilisation des polyosides
structuraux des plantes ainsi que 1'élimi-
nation de I'hydrogene sont deux éléments
importants pour ['utilisation efficace des
ressources alimentaires fourragéres et
l'optimisation de la fermentation dans les
conditions anaérobies du rumen (Wolin
et al 1997). En outre, I'hydrogéne est
1'¢lément central qui influence la produc-
tion de méthane entérique (Janssen 2010).

5.1 / Comprendre les processus
microbiens

Les interactions entre les génes et les
fonctions présentes dans le catalogue
doivent étre interprétées, et des approches
complémentaires doivent étre utilisées
pour répondre a des questions fondamen-
tales portant sur l'écologie microbienne
du rumen. Quelques exemples de sujets
requérant des informations supplémen-
taires sont exposés ci-dessous. Ces infor-
mations seront utiles pour moduler les
capacités du microbiome et améliorer la
production des ruminants.

Les répercussions du microbiome sur
le phénotype du super-organisme s'appli-
quent a différents niveaux, de la popula-
tion microbienne unique a la commu-
nauté microbienne et aux interactions
microbiennes sur I'hdte. L'environnement
gastro-intestinal change en permanence
(régime alimentaire, consommation d'ali-
ments et d'eau, action péristaltique...), et
les symbiotes s'adaptent constamment
pour étre en parfaite adéquation (Dethlef-
sen et al 2007). Des variants de la méme
espece peuvent résulter de mutations ou
de l'acquisition de matériel génétique par
Transfert Horizontal de Genes (THG).

Ces variants occupent différentes niches
trophiques et peuvent coexister (Rosenz-
weig et al 1994). Chez les humains pro-
duisant du méthane, on trouve une seule
espéce méthanogéne dominante, Metha-
nobrevibacter smithii (Eckburg et al
2005). Un microorganisme seul pour une
fonction unique pourrait étre considéré
comme simple. Cependant, il existe une
grande diversité de souches de S. smithii,
qui différent par l'utilisation du formiate
et la présence de protéines de type adhé-
sines, ce qui, théoriquement, permettrait
a ces variants d'interagir avec différen-
tes bactéries et d'occuper des niches dif-
férentes (Hansen et al/ 2011). Compte
tenu de la complexité et de la pression
de sélection qui prévaut dans le rumen,
il ne fait aucun doute que plusieurs éco-
types de méthanogénes, de microorga-
nismes fibrolytiques ou autres co-existent
et jouent un role fonctionnel dans le
microbiome.

Le microbiome du rumen est riche en
interactions microbiennes entre ses mem-
bres, comme la coopération métabolique,
la synergie, la compétition, la prédation,
la signalisation cellule-cellule et I'orga-
nisation structurelle telle que les biofilms
(Hobson et Stewart 1997, Erickson et al
2002). L'information génomique, les
outils bioinformatiques pour I'attribution
phylogénétique des séquences (Weber
et al 2011) et I'application de techniques
pouvant fournir des informations sur les
interactions directes entre les microor-
ganismes dans l'environnement, telles que
le FISH (« Fluorescence In Situ Hybridi-
zation ») et le séquengage de cellule
unique, fourniront des indications pré-
cieuses sur 1'écosysteme.

Un des agents fondamentaux de chan-
gement et d'adaptation dans les commu-
nautés microbiennes sont les phages
(Clokie et al 2011). En effet, dans les
métagénomes intestinaux, les séquences
virales sont importantes et représentent
pres de 6% des séquences totales trouvées
dans le microbiome humain (Arumugam
et al 2011). En outre, ce sont des vecteurs
de THG, les génomes et métagénomes
bactériens intestinaux en contenant de
nombreuses preuves. Le rumen n'est pas
une exception, des séquences de bacté-
riophages ayant été décrites (Klieve et
Bauchop 1988, Dinsdale e al 2008). Le
virome est un agent fondamental dans la
dynamique du microbiome et il ne doit
pas étre négligé lors de 1'é¢tude des com-
munautés complexes (Rohwer et Youle
2011).

6 / Les perspectives d'avenir

11 ressort clairement de ce qui précéde
qu'un catalogue des génes microbiens
du rumen et l'attribution de fonctions a
ces genes est nécessaire pour relier le
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microbiome du rumen aux pratiques
nutritionnelles et productives chez les
ruminants. Une initiative au sein de la
communauté microbiologique du rumen,
semblable au projet portant sur le micro-
biome humain (Turnbaugh et al 2007),
est nécessaire afin de produire un ensem-
ble de référence de génomes microbiens
du rumen qui soutienne l'analyse et la
compréhension des grands ensembles de
données métagénomiques. Il serait éga-
lement utile de formuler des hypothéses
a tester pour orienter les expérimenta-
tions et conduire ainsi a une meilleure
compréhension de la biologie du rumen.
Ceci serait possible a travers le séquen-

Références

cage des génomes des bactéries du rumen
cultivées disponibles et des archées
méthanogenes (environ 1 000 cultures),
ainsi qu'avec des cultures représentatives
de champignons et protozoaires anaéro-
bies du rumen. Considérant une taille
moyenne de génome bactérien et archéen
d’environ 3,5 Mpb et 2,5 Mpb, respecti-
vement, et une couverture de séquencage
d'environ 100°, nous avons estimé que
300-400 Gpb de séquengage Illumina
seraient nécessaires pour atteindre cet
objectif. L'objectif initial pourrait étre
focalisé sur les bactéries et archées cul-
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Résumé

La viande et le lait produits par les ruminants sont d'importants produits agricoles qui représentent une source importante de pro-
téines pour les humains. La production des ruminants a une valeur économique considérable et un impact sur la sécurité alimentai-
re de nombreuses régions du monde. Cependant, le secteur fait face a des défis majeurs en raison de la diminution des ressources
naturelles et de la conséquente hausse des prix, mais également en raison de la prise de conscience grandissante de I'empreinte éco-
logique laissée par les ruminants d'élevage. Une particularité des ruminants est la digestion prégastrique des aliments par les micro-
bes du rumen. Une meilleure connaissance du microbiome du rumen et de ses fonctions aura pour conséquence une amélioration de
I'efficacité de la digestion des aliments et une réduction de la production de méthane entérique, contribuant ainsi a relever les défis
de la durabilité. Le progrés des technologies de séquencage d'ADN et de la bioinformatique accroit notre connaissance des écosysté-
mes microbiens complexes, y compris du tractus gastro-intestinal des mammiféres. L'application de ces techniques a 1'écosystéme du
rumen a permis d'étudier la diversité microbienne sous différentes conditions alimentaires et de production. Par ailleurs, le séquen-
cage des génomes de différentes espéces bactériennes et d’archées isolées du rumen fournit des informations détaillées sur leur physio-
logie. La métagénomique, utilisée principalement pour comprendre les mécanismes enzymatiques impliqués dans la dégradation des
polyosides structurels des végétaux, commence a offrir de nouvelles connaissances en permettant de contourner les limitations imposées
par la culture des espéces microbiennes et ainsi de permettre I’accés a la totalité de la communauté. Ces approches permettent non
seulement de caractériser la structure de la communauté microbienne du rumen, mais aussi d'établir un lien entre celle-ci et les fonc-
tions du microbiome du rumen. Les premiers résultats obtenus grace a ces technologies a haut débit ont également montré que le
microbiome du rumen est bien plus complexe et diversifié que le caecum humain. Par conséquent, le catalogage de ses génes exigera
des efforts de séquencage et bioinformatiques considérables, mais constitue néanmoins un objectif réaliste. Un catalogue des génes
microbiens du rumen est nécessaire pour comprendre la fonction du microbiome et son interaction avec 1'animal héte et ses aliments.
De plus, il fournira une base pour les modéles d'intégration microbiome-hdote et bénéficiera aux stratégies cherchant a diminuer
I'action polluantes des ruminants et a les rendre plus robustes et rentables.

Abstract

Rumen microbial (meta)genomics and its application to ruminant production

Meat and milk produced by ruminants are important agricultural products and are major sources of protein for humans. Ruminant
production is of considerable economic value and underpins food security in many regions of the world. However, the sector faces
major challenges because of diminishing natural resources, ensuing increases in production costs, and also because of the increased
awareness of the environmental impact of ruminant farming. The digestion of feed and the production of enteric methane are key
functions that could be manipulated thorough a understanding of the rumen microbiome. Advances in DNA sequencing technologies
and bioinformatics are transforming our understanding of complex microbial ecosystems, including the gastrointestinal tract of
mammals. The application of these techniques to the rumen ecosystem has allowed the study of microbial diversity under different
dietary and production conditions. Furthermore, the sequencing of genomes from several cultured rumen bacterial and archaeal
species is providing detailed information about their physiology. More recently, metagenomics, mainly aimed at understanding the
enzymatic machinery involved in the degradation of plant structural polyosides, is starting to produce new insights by allowing access
to the total community and sidestepping the limitations imposed by cultivation. These advances highlight the promise of these
approaches for characterising the rumen microbial community structure and linking this with the functions of the rumen microbiota.
Initial results using high-throughput culture independent technologies have also shown that the rumen microbiome is far more complex
and diverse than the human caecum. Therefore, cataloguing its genes will require a considerable sequencing and bioinformatic effort.
Nevertheless, the construction of a rumen microbial gene catalogue through metagenomics and genomic sequencing of key populations
is an attainable goal. A rumen microbial gene catalogue is necessary to understand the function of the microbiome and its interaction
with the host animal and feeds, and it will provide a basis for integrative microbiome—host models and inform strategies promoting
less-polluting, more robust and efficient ruminants.
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