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Introduction

Les habitudes de consommation n'ont de cesse d’évoluer depuis le début du XXléme
siécle (Larochette, Sanchez-Gonzalez 2015). La consommation de viande, autrefois
percue comme un produit noble et prisé, se confronte de plus en plus a des
questionnements éthiques, a la fois pour des questions de bien-étre animal et
d’engagement écologique (Institut de I'élevage 2018).

Méme si le paturage est de plus en plus valorisé par les consommateurs qui voient
dans cette pratique une fagon de préserver les comportements naturels des animaux
tout en protégeant les paysages et la biodiversité, et que le colt alimentaire est
souvent bien moindre lorsque les animaux paturent, la qualité de I'herbe et des
fourrages en regle générale ne permet souvent pas une croissance musculaire
suffisante et suffisamment rapide, c’est pourquoi une étape de finition aux concentrés
est le plus souvent réalisée avant abattage (Martin, Prache 2022).

La viande de ruminant présente une faible proportion d’acides gras polyinsaturés du
fait de la biohydrogénation qui a lieu au niveau du rumen, contrairement aux non-
ruminants dont le profil en acides gras reflete davantage le régime qu’ils consomment.
La viande rouge peut ainsi étre percue comme une source de matiéres grasses
mauvaise pour la santé, en raison de sa forte proportion d’acides gras saturés (Lecerf
2014). Cependant, la viande ovine présente des propriétés nutritionnelles
intéressantes et sous certaines conditions alimentaires, notamment une bonne
quantité et qualité de fourrages, le profil en acides gras de la viande peut apporter de
réels bienfaits en termes de santé. Les concentrés peuvent également étre une source
d’acides gras bénéfiques pour le consommateur (Martin, Prache 2022). De fait, nous
avons comparé deux régimes, 'un a base de concentrés a volonté (régime DAC),
I'autre composé d’un ratio concentrés/fourrages d’environ 30/70 (régime DAF). Les
agneaux de I'étude sont des agneaux allaitants males de race Romane qui ont d’abord
été placés sous le premier régime pendant six semaines, a partir de 90 jours d’age,
puis une partie d’entre eux a subi le second apres une période de transition
alimentaire, et ce pendant a nouveau six semaines. Nous nous sommes focalisés sur
I'étude de I'écosystéme bactérien ruminal ainsi que sur les acides gras longs retrouves
dans les échantillons ruminaux. Nous n’avons pas étudié les acides gras tissulaires
mais avons essaye de mettre en relation les acides gras longs du rumen avec les

paramétres zootechniques mesurés en fin de chaque période (DAC et DAF).
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L’hypothése principale est une forte influence de la teneur en concentrés sur le profil
en acides gras du rumen et I'objectif est d’étudier l'influence de certaines espéces
bactériennes sur ces différents profils ainsi que sur les parametres zootechniques
étudiés. La partie bibliographique de ce travail présentera la filiére ovine frangaise ainsi
que lintérét de I'étude des acides gras chez les ovins, aussi bien au niveau de la
conformation de I'animal que des qualités nutritionnelles de la viande. Cette partie
présentera également le métabolisme lipidique ruminal et ses facteurs de variation, en

mettant en exergue I'impact du régime et du microbiote.
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Partie 1 : Les acides gras chez le mouton allaitant

Les acides gras (AG) assurent des fonctions diverses indispensables aux organismes
vivants, dont les trois principales sont une fonction énergétique, structurelle et
fonctionnelle. La premiéere fonction est liée a leur oxydation. Les AG entrent également
dans la composition des membranes cellulaires permettant leur cohésion physico-
chimiques. Enfin, les AG participent a la régulation de nombreuses réactions
métaboliques, comme par exemple la production de prostaglandines a partir d’acide
arachidonique, lui-méme dérivé d’acide linoléique (AL). Ces fonctions en font des
constituants essentiels des organismes vivants et leur étude chez le mouton allaitant
présente un intérét a plusieurs échelles dont deux qui nous intéressent ici : celle de

I'organisme et celle des consommateurs.

) Intérét de I'étude des acides gras chez le mouton allaitant
A) Economie de la filiére ovine allaitante en France

a. Structure de I'élevage ovin frangais

En France, I'élevage ovin présente deux objectifs, comme I'élevage bovin, a savoir
une production laitiere et allaitante. D’apres la Base de Données Nationale
d’identification (BDNI), les quatre régions du sud de la France (Auvergne-Rhéne-
Alpes, Nouvelle-Aquitaine, Occitanie et Provence-Alpes-Cbte d’Azur) concentraient
environ 80% des brebis laitiéres et allaitantes en 2020 (figure 1) (Institut de I'élevage
2022). Ainsi, nous pouvons constater que trois bassins laitiers prédominent (la Corse,
I'Occitanie et la Nouvelle-Aquitaine) tandis que la répartition des bassins allaitants est

plus homogeéne sur le territoire, malgré une tendance plutét méridionale.
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Figure 1 : Chiffres clés ovins 2020 (Institut de I'élevage et de la CNE 2020)

En 2021, la production ovine francaise a reculé en nombre de tétes pour la troisiéme
année consécutive, dans un contexte de réduction des cheptels, pour atteindre 4,3

millions de tétes (figure 2) (Lapuyade 2022).
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Figure 2 : Production ovine frangaise depuis 2001 (Lapuyade 2022)

Entre 2011 et 2021, le cheptel ovin frangais a diminué de 8,3%, passant de 7,6 millions
de tétes a prés de 7 millions et cette baisse concerne majoritairement le cheptel

allaitant (figure 3).
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2011 2021  2021/2011

Millier de tétes %
Brebis laitieéres 1290 1287 -0,2
Agnelles saillies laitiéres 307 272 -1,4
Femelles reproductrices laitiéres 1596 1558 -2,4
Agnelles non saillies laitiéres 68 122 79,7
Béliers laitiers 34 40 17,6
Troupeau laitier 1698 1721 1,3
Brebis viande 3796 3193 -15,9
Agnelles saillies viande 443 385 -13.1
Femelles reproductrices viande 4239 3578 -15,6
Agnelles non saillies viande 288 302 5,0
Béliers viande 127 123 -31
Troupeau viande 4654 4003 -14,0
Ovins destinés a I'engraissement 1269 1268 -0,
Total des ovins 7 621 6992 -8,3

Figure 3 : Cheptel ovin frangais en 2011 et 2021 (Lapuyade 2022)

En 2021, on recensait un peu moins de 68 000 détenteurs d’au moins un ovin, avec
un trés net déséquilibre entre élevages laitier et allaitant: les élevages laitiers
représentent 10% des exploitations ovines, contre 90% pour les élevages allaitants.
Quant aux effectifs, les exploitations laitieres contiennent 25% des ovins contre 75%
pour les élevages allaitants (Interbev 2021). La production ovine frangaise est ainsi

majoritairement allaitante et assez répartie sur le territoire.

b. Consommation de viande ovine en France

Malgré une diminution de la production ovine frangaise, le nombre d’abattages
d’agneaux augmente, avec 3,67 millions de tétes abattues en 2021, contre 3,61
millions en 2020, en partie grace a I'engraissement d’un plus grand nombre d’agneaux
issus du cheptel laitier et d’'une augmentation des importations d’animaux vivants
(Lapuyade 2022). Les principaux fournisseurs de viande ovine de la France sont le
Royaume-Uni (38,8% des importations en 2021), suivi de I'lrlande (21,9%), 'Espagne
(17,9%) et la Nouvelle-Zélande (12,0%). En revanche, le nombre d’abattages d’ovins
adultes recule, avec 5,27 millions en 2021 contre 5,55 en 2020, mais cette diminution
est moins marquée qu’entre 2019 et 2020 (Institut de I'élevage 2022).

En paralléle de cette hausse des effectifs d’agneaux abattus, le poids de carcasse
moyen des agneaux frangais ainsi que des laitiers réformés a augmenté, permettant
une progression de la production de viande ovine (Institut de I'élevage 2022).

La consommation de viande ovine en France est en déclin depuis 2011. En 2021, elle
est estimée a 151 000 tonnes équivalent carcasse, avec une consommation de 2,2
kg/hab/an contre 2,9 kg/hab/an en 2011 (figure 4) (Lapuyade 2022). La consommation
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mondiale de viande ovine occupe la quatrieme position , apres celle de viande porcine,

aviaire et bovine (Chikwanha et al. 2018).
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Figure 4 : Consommation de viande ovine en France 2011 et depuis 2019 (Lapuyade 2022)

Les ménages les plus agés (plus de 65 ans) représentent les plus gros
consommateurs de viande ovine, avec 49% des volumes en 2021. Cela s’explique
entre autres par le prix élevé de la viande, avec un prix moyen pondéré de 7,37€ par
kilogramme de carcasse pour I'agneau en 2022, ainsi que par la difficulté de cuisiner
ce produit (Institut de I'élevage 2022). Cependant, la viande ovine posséde des
qualités organoleptiques et nutritionnelles qui peuvent étre prisées par les
consommateurs. D’aprés une étude de Font-i-Furnols, le prix n'est d’ailleurs pas le
premier critéere d’achat de viande ovine par les consommateurs (Font-i-Furnols et al.
2011). Le pays d’origine est la caractéristique la plus importante pour les frangais qui
privilégient la viande locale (importance relative de 67,8%), suivi par le systéme
d’alimentation des agneaux (importance relative de 17,3%), privilégiant une
alimentation a base d’herbe et de concentrés plutét que de concentrés exclusivement.
Les consommateurs semblent ainsi tenir de plus en plus compte des conditions
d’élevage. L’alimentation des ovins, et plus particulierement la teneur en concentrés
de la ration est donc étre un enjeu central pour les consommateurs frangais. Cette
teneur influe notamment sur le profil en acides gras de la viande et donc sur ses
qualités organoleptiques, critére supplémentaire de plus en plus recherché par les
consommateurs.

Nous allons commencer par décrire les lipides et plus précisément les AG qui les
constituent avant de détailler davantage ceux qui présentent un intérét majeur pour la

consommation.
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B) Nomenclature des acides gras, classification des lipides qui les contiennent et
méthodes de dosage

a. Nomenclature des acides gras

Les AG sont des acides carboxyliques a chaine aliphatique hydrophobe appartenant
a la catégorie des lipides. Cela signifie qu’ils sont formés de chaines carbonées
ouvertes portant un groupement carboxyle -COOH (fonction acide) a une extrémité et
un groupement méthyle -CH; a I'autre (Colette, Monnier 2011).

Les AG sont définis par la longueur de leur chaine carbonée. lls sont dits volatils (ou
parfois courts) lorsqu’ils présentent deux a cinq atomes de carbone, a chaine moyenne
lorsqu’ils en ont six a onze et longs pour les autres (Legrand 2010). Les AG sont
également définis par la présence ou non de doubles liaisons. On parle d’AG insaturé
(AGI) lorsque la chaine présente au minimum une double liaison, et d’AG saturé (AGS)
lorsqu’elle n’en présente pas. La formule générale d’'un AG saturé (AGS) est CH; —
(CH3)p—, — COOH, ou n est un nombre pair. On la note simplement Cn:0. Parmi les
AGS, l'acide laurique (C12:0), palmitique (C16:0) et stéarique (C18:0) sont les plus
largement représentés. Ceux a chaines courtes et moyennes apparaissent surtout
dans les matiéres grasses laitiéres et trés peu dans les tissus. L’acide palmitique reste
I'AGS le plus important au sein du tissu adipeux. Il est rencontré dans presque toutes
les graisses végeétales et animales (minimum 5 %) (Cuvelier et al. 2004). Quant aux
AGI, ceux en C18 pourvus de 1, 2 ou 3 doubles liaisons sont les plus importants au
sein du monde végétal et animal terrestre (Cuvelier et al. 2004).

Pour nommer un AGI, on précise le nombre et |la position de la premiére double liaison,
en fonction :

- De sa distance par rapport au groupement carboxyle pour la premiere notation.
On note ainsi Ax le nombre de carbones séparant la terminaison acide de
l'insaturation. L’atome de carbone de la fonction carboxyle porte le numéro 1.

- De sa distance par rapport au groupement méthyle pour la seconde. On note
alors n-x ou wx le nombre de carbones séparant la terminaison méthyle de
l'insaturation. Ici, I'atome de carbone de la fonction méthyle porte le numéro 1

ou w1.
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ACIDE VACCENIQUE

18:1n-7 (w7) 181811
I EE——

Figure 5 : Formule topologique de I'acide vaccénique et numérotation des atomes de carbone

Il est possible de classer les AGI en série oméga selon la position de la premiére
insaturation en partant du groupement méthyle terminal. Ainsi, les oméga 3 (n-3) et
les oméga 6 (n-6) sont des AGI dont la premiere double liaison est située
respectivement entre le troisieme et le quatrieme carbone et entre le sixieme et le
septiéme carbone en partant de la terminaison —CHa. Par ailleurs, les AG font I'objet
d’'une dénomination usuelle. La figure 5 présente I'acide C18:1n-7 ou C18 :1A11, aussi
appelé acide vaccénique. |l possede dix-huit atomes de carbone et une double liaison
se situant entre les carbones 11 et 12 en partant du radical carboxyle ou 7 et 8 en

partant du radical méthyle.

Les doubles liaisons sont souvent séparées des suivantes par deux liaisons simples,
dans ces cas-la il suffit d’ajouter trois carbones pour avoir les positions des autres
doubles liaisons (Spielmann, Mendy 1993). Ce n’est pas le cas des acides gras
conjugueés qui présentent des doubles liaisons séparées par deux atomes de carbones
et dont la formation est plus rare.

Pour une méme formule chimique, soit CH; — (CH,), — CH = CH — (CH;), — COOH
pour un AG monoinsaturé (AGMI), il existe un grand nombre d’isomeres, en fonction
de la position de la double liaison et de la configuration stérique de I'insaturation. En
effet, deux configurations sont possibles : cis et trans (figure 6). Dans la configuration
cis, la molécule est asymétrique car les hydrogenes participant a la double liaison sont
du méme cété, tandis que dans la configuration trans, la molécule est symétrique car
les hydrogénes sont répartis des deux cétés de la double liaison. L’acide vaccénique
(figure 5) présente ainsi deux configurations stériques: C18:1cisA11 et
C18:1transA11, ou plus simplement, comme nous le ferons souvent dans la suite de
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la thése, C18:1-cis11 et C18:1trans11. A I'état naturel, la majorité des AG ont la
configuration cis. C’est notamment le cas des AG alimentaires.

Les doubles liaisons rendent la molécule plus rigide. La configuration cis génére un
angle de = 30° dans la chaine aliphatique, la configuration frans donne une
conformation proche de la forme des AGS. De fait, les AGI cis sont caractérisés par
un point de fusion plus faible que leurs homologues trans eux-mémes possédant un

point de fusion plus bas que les AGS de méme longueur de chaine (Ledoux 2012).

CH,
H,C™.
H “CH,
gz (‘) CZ COOH (‘: Cz COOH
H3C/ C/ \C/ C/ H/ \C/ C/
2 ’ H2 ‘ H2
H H

Figure 6 : Isoméries géométriques trans (gauche) et cis (droite)

En théorie, une double liaison peut se situer n’importe ou sur la chaine carbonée d’un
AG. En pratique, certaines positions sont naturellement privilégiées, de par I'action des
enzymes qui agissent sur ces liaisons. Par exemple, I'acide linoléique (AL) présente
de nombreux isoméres dont les acides linoléiques conjugués, communément
désignés par leur abréviation CLA (conjugated linoleic acid). lls représentent
'ensemble des isomeres constitutionnels et géométriques de I’AL qui se caractérisent
par un arrangement en diéne conjugué, soit une structure dans laquelle les deux
doubles liaisons ne sont séparées I'une de l'autre que par une liaison simple sans
groupement méthylene. Les CLA les plus fréquents sont I'acide C18:2c¢is9,frans11,
plus communément appelé acide ruménique, et I'acide C18:2trans10,cis12 (figure 7)
(Ledoux 2012). Les doubles liaisons peuvent se trouver entre C8-C9 et C10-C11, C9-
C10 et C11-C12, C10-C11 et C12-C13 ou C11-C12 et C13-C15, en partant de la
fonction carboxyle, chaque double liaison pouvant avoir la configuration cis ou trans
(Cuvelier et al. 2004).

23



O ®

—— (18:2-cis9,cis12 = acide linoléique
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Figure 7 : Formule topologique de I'AL et de deux de ses isomeres conjugués

On parle d’isomérie de constitution ou de position lorsque les isoméres different par la
position de la double liaison, tandis qu’on parle d'isomérie géomeétrique ou spatiale
lorsque les isomeéres ont la méme structure chimique mais une configuration spatiale
cis/trans différente (Cuvelier et al. 2004). Dans le langage courant, certains isomeéres
de constitution d’AGPI sont distingués par des lettres grecques, comme les acides a-
et y-linoléniques. lls different par la localisation de leur double liaison. L’acide a-
linolénique (AAL) présente des doubles liaisons en position 9, 12 et 15 tandis que pour
I'acide y-linolénique, il s’agit des positions 6, 9 et 12. La présence d’'une double liaison
abaisse le point de fusion d’'un AG, augmente sa sensibilité a 'oxydation, et entraine
'existence de plusieurs isoméres géométriques et positionnels pour une méme
longueur de chaine carbonée (Ledoux 2012).

La figure 8 présente des structures d’AGS, AGMI et AGPI accompagnées de leur
formule w.

A

Acide gras saturé CH. - (CH) - COOH
H,C cC C C C cC C C
Acide palmitique

C C C C € C C COOH C16:0

Acide gras monoinsaturé
H,C cC ¢ € C. CcC € € C _CcOoOH

N\ N\ Acide oléique

C ¢ ¢ c C ¢ ¢Cc ¢ C18:1n-9

Acide gras polyinsaturé
H,C cC C

c cC c ¢ ¢
A\VAVAN ANV AVAVAVAN Acide linoléique
cc c c ¢

cC ¢ c¢c¢c¢ CooH C182n-6

Figure 8 : Exemple de structures d’AGS (acide palmitique), AGMI (acide oléique) et AGPI (AL)
(Colette, Monnier 2011)
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La plupart des AG retrouvés a I'état naturel sont a nombre pair de carbones et a chaine
linéaire mais il en existe quelques-uns a nombre impair et a chaine ramifiée. Les AG
ramifiés se trouvent dans les graisses de ruminants et d’animaux marins
principalement (Ledoux 2012). Les plus fréquemment rencontrés portent un
groupement méthyle sur le pénultieme ou I'antépénultieme atome de carbone en
partant du groupement méthyle terminal. lls sont respectivement désignés par les
préfixes « iso » et « antéiso » devant le nom usuel de 'AG qui compte le méme nombre
total d’atomes de carbone (Cuvelier et al. 2004). Par exemple, I'acide isostéarique
(iC18:0) présente la structure suivante :

CHs — CH — (CH,), — COOH
|
CH,

NB : Les noms usuels des AG ne s’appliquent qu'aux composés présents a l'état
naturel lorsque des isoméres de la molécule existent (Cuvelier et al. 2004), (Annexe
1).

b. Classification des principaux lipides constitués d’AG

Les AG sont faiblement abondants sous forme libre au sein des matiéres grasses. lls
sont la plupart du temps regroupés au sein de molécules formant différentes
catégories de lipides. |l existe plusieurs définitions du terme « lipide ». Le Dictionnaire
de I'Académie Francgaise définit les lipides comme « toute substance dans la
constitution de laquelle entre un AG » (Ledoux 2012). Les principaux lipides retrouvés
au sein de I'alimentation ovine sont les triglycérides, qualifiés de lipides « neutres » et
les lipides structurels ou polaires, majoritairement des phospholipides et des
galactolipides (Sterk 2011).

b.1. Les triglycérides

Les lipides neutres sont essentiellement constitués de triglycérides, formés par
I'estérification des trois fonctions alcool d’'une molécule de glycérol avec trois
molécules d’AG, pouvant étre identiques ou différents, saturés ou insaturés (figure 9).
Les triglycérides constituent la majorité des graisses de réserve des étres vivants,
stockés au sein du cytoplasme des adipocytes, constituant le tissu adipeux. En effet,
plus de 90% des lipides du tissu adipeux sont des triglycérides (Wood et al. 2008).
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Figure 9 : Structure générale d’un triglycéride

b.2. Les phospholipides

Les phospholipides sont des lipides amphiphiles, comprenant les
glycérophospholipides et une partie des sphingolipides (Colette, Monnier 2011).

Les glycérophospholipides possédent une molécule de glycérol reliée, pour les deux
premiers atomes de carbones, par liaison ester, a deux chaines aliphatiques d’AG, et
pour le dernier carbone a un groupement phosphoryle relié lui-méme par liaison ester
a un alcool (figure 10). Ce dernier peut étre du glycérol, de I'inositol, de I'éthanolamine
ou ses dérivés choline et sérine. Le carbone 1 du glycérol porte un AGS, souvent de
I'acide stéarique, qui présente ainsi un réle structural, tandis que le carbone 2 porte un
AGI (Cuvelier et al. 2004).

R
Molécule d’acide |
phosphorique + - HO-P-0OH
radical |
= (o)

Glycérol — CH, - CH - CH,

ester

Liaison_< Oo=cCcoO :L
|

Zacides_{ AGl AG2

gras

Figure 10 : Structure générale d’un glycérophospholipide
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Les sphingolipides sont quant a eux formés par I'addition d’un radical sur I'’hydroxyle
du carbone 1 de la sphingosine, un alcool aminé, et par acylation de 'amine en position
2 (figure 11). L’AG est uni a la sphingosine par une liaison amide (Ledoux 2012). Le
radical en position 1 est souvent un groupement glucidique ou la choline (Cuvelier et
al. 2004).

OH

SPHINGOSINE
N CH,0—R

/\/\/\/\/\/\/\/\H/NH
0

FATTY ACID

Figure 11 : Structure générale d'un sphingolipide

Quantitativement, les sphingolipides apparaissent a des taux souvent minimes, mais
ils sont présents dans pratiquement tous les tissus. Les AG qui les constituent ont une
longue chaine carbonée, supérieure a quatorze carbones (Ledoux 2012).

Les phospholipides forment les lipides dits de « constitution » car ils structurent les
membranes biologiques. Leur caractére amphiphile leur permet de former des doubles
couches, avec la téte hydrophile au contact de I'eau extracellulaire ou intracellulaire et
les pdles hydrophobes se faisant face au sein de la méme membrane cellulaire. Plus
les phospholipides membranaires sont constitués d’AGl, et plus les membranes sont
fluides car les doubles liaisons créent des courbures éloignant les molécules entre
elles (figure 12). Dans leur configuration trans, les AGI retrouvent une structure linéaire
similaire a celle des AGS, ce qui entraine 'augmentation de la rigidité membranaire
(Colette, Monnier 2011).

K ¥% Volume moléculaire

"
mﬂpp& Couches
0 riches en Membrane
acides gras peu fluide
ﬁﬁﬁ%ﬁ%ﬁ -

.'.'.?: Volume moléculaire

I i
Couches

Mobilité riches en Membrane
transversale acides gras fluide

l polyinsaturés

T .-
Vot =

A—lp
Mobilité latérale

Figure 12 : Structure en double couche d'une membrane cellulaire (Colette, Monnier 2011)
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b.3. Les galactolipides

Les glycolipides sont des composés contenant un ou plusieurs résidus
monosaccharides formant une liaison glycosidique avec une entité hydrophobe
(Ledoux 2012). Les galactolipides sont un type de glycolipide dont le composé
saccharidique est une molécule de galactose (figure 13). lls constituent une partie
importante des lipides membranaires des plantes mais assurent également une
fonction de réserve. On les retrouve principalement dans les parties vertes des

fourrages (Doreau et al. 2012).

Figure 13 : Structure générale d'un galactolipide, R* et R? désignant des chaines aliphatiques d'’AG

c. Répartition des AG au sein des catégories de lipides

Au sein des triglycérides, I'acide oléique (AO, C18:1cis9) est majoritaire tandis que
I'AL et 'AAL sont plus abondants au sein des phospholipides mais chez les ovins, et
contrairement aux bovins, on les retrouve également dans les triglycérides
musculaires et du tissu adipeux. L’acide vaccénique et les CLA sont davantage
concentrés au sein des triglycérides du tissu adipeux (Wood et al. 2008).

Les AGPI a chaine longue, comme l'acide arachidonique (C20:4n-6) ou l'acide
eicosapentanoique (C20:5n-3) sont beaucoup plus abondants au sein des
phospholipides des membranes cellulaires (Colette, Monnier 2011).

C) Intéréts des lipides de la ration des ovins allaitants et lien avec la conformation

de I'animal et la qualité organoleptique de la viande
Les lipides de la ration des ovins présentent plusieurs intéréts. Le premier est la
participation a la valeur énergétique et donc aux performances zootechniques des
animaux (Lourencgo et al. 2010), qui peuvent étre augmentées a condition que le taux
d’'incorporation en matiéres grasses ne dépasse pas 5 %. En effet, un taux
d’incorporation de matieére grasse supérieur a 5 % pourrait avoir des effets négatifs sur
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les gains zootechniques en raison d’une diminution importante de la dégradabilité dans
le rumen et/ou d’'une réduction de I'appétibilité de la ration (Clinquart et al. 1995). Le
second est lié au profil en AG de la viande, dont on voudrait des ratios AGS/AGI et
wb/w3 assez faibles, cela ayant un intérét en santé humaine (Enjalbert et al. 2017).
Les qualités organoleptiques de la viande ovine et plus particuliérement de la graisse

consommeée ont également un intérét du point de vue des consommateurs.

a. Qualité des produits en lien avec la composition en AG du tissu
adipeux et musculaire : intérét a I'échelle des consommateurs

a.1. : Qualités organoleptiques de la viande ovine

Les qualités organoleptiques recherchées par les consommateurs de viande ovine
sont notamment sa couleur, sa tendreté, sa jutosité et sa flaveur, soit sa perception
olfacto-gustative. Ces qualités dépendent de facteurs intrinséques a 'animal (race,
age, sexe..) mais également de facteurs extrinséques et notamment
environnementaux, parmi lesquels I'alimentation.

L’accumulation de graisse au niveau intramusculaire modifie la composition chimique
de la viande, et influence plusieurs paramétres déterminant sa qualité (Cuvelier et al.
2005a). Au sein d’'une carcasse, il existe difféerentes catégories de gras : le gras de
couverture qui correspond au gras en position sous-cutanée et qui entoure les parties
externes, le gras cavitaire ou interne, le gras intermusculaire qui entoure le muscle et
le gras intramusculaire qui regroupe le « persillé » et le « marbré ». Le tissu conjonctif
musculaire est formé de I'endomysium, qui entoure chaque fibre musculaire, du
périmysium, constitué de travées conjonctives qui entourent et séparent des faisceaux
de fibres musculaires, et de I'épimysium qui recouvre I'ensemble du muscle (figure
14). Le marbré représente l'infiltration graisseuse du périmysium tandis que le persillé
représente celle de 'endomysium (Listrat et al. 2015).
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Figure 14 : Tissu conjonctif musculaire (Brugere 2019)

Ainsi, les AG sont retrouvés majoritairement au sein des adipocytes du tissu adipeux,
site principal de stockage de la graisse, et des cellules musculaires squelettiques, site
principal de 'oxydation des AG. Le tissu adipeux sous-cutané contient plus d’AG que
le muscle mais la composition des deux tissus est a peu pres similaire (Wood et al.
2008). Au sein du muscle, les acides gras se distribuent a trois niveaux : dans les
gouttelettes lipidiques des cellules musculaires, dans les membranes cellulaires sous
forme de phospholipides et dans les adipocytes intramusculaires sous forme
majoritairement de triglycérides et dont la contribution a la teneur lipidique totale du
muscle est la plus importante (Cuvelier et al. 2005a).

Le gras intramusculaire jouerait un réle trés important dans la saveur et la jutosité de
la viande. La localisation du gras au niveau du périmysium faciliterait la mastication en
« écartant » les fibres (Wood 1990). Sa composition en acides gras influe également
sur la tendreté de la viande. Plus le tissu graisseux est riche en eau, et donc pauvre
en AG, plus il sera de consistance molle. Cela s’accentue si les AG sont impairs et
ramifiés ou insaturés, donc a faible point de fusion (Sagot, Pottier 2012). La
composition en AG affecte également I'oxydation de la viande, les AGPI étant les plus
sensibles a I'oxydation. La vitamine E, issue de 'alimentation fourragére, protégerait
de ce phénomene (Kouba et al. 2003). La revue bibliographique de Priolo et al. de
2001 montre l'influence de I'alimentation sur la couleur et la flaveur de la viande ovine.
Il en ressort que la viande provenant d’animaux qui paturent est plus sombre quel que
soit la méthode de mesure, du fait notamment d’un pH plus important au moment de

I'abattage et d’'une quantité de gras intramusculaire inférieure (Priolo et al. 2001). La
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tendreté et la jutosité sont ainsi également impactées (Priolo et al. 2002). Concernant
les flaveurs, sur seize expériences, seules deux montrent une préférence des
consommateurs pour la viande issue d’agneaux nourris a I'herbe. Les agneaux nourris
avec des concentrés auraient de fait une viande plus caractéristique de la viande
d’agneau telle qu’attendue par le consommateur. En effet, les AG a I'origine du goUt
caractéristique de la viande ovine sont les AG ramifiés 4-méthyloctanoique et 4-
méthylnonanoique, dérivés d’acide propionique, a partir d’acide du méthylmalonate
(Shahidi 1994), dont la production est favorisée par un régime riche en concentrés.
Lorsque les agneaux paturent, la concentration de ces AG ramifiés au sein de la viande
est inférieure mais celle en 3-méthyle indole, qui joue aussi un réle dans la perception
du godt, augmente. Enfin, dans une moindre mesure, les animaux qui paturent
présentent une proportion plus élevée d’AAL et donc des produits de son oxydation,
notamment le 4-heptenal, dont 'odeur est désagréable (Priolo et al. 2001). Nous
verrons cependant que I'AAL présente des propriétés bénéfiques pour la santé et
favorise I'apparition d’AG a longue chaine tout aussi bénéfiques.

a.2. : Qualités nutritionnelles de la viande ovine

Au-dela de l'influence du profil en AG sur les qualités organoleptiques de la viande
ovine, une influence toute aussi importante, si ce n'est davantage, sur la santé des

consommateurs apporte des attentes sociétales nouvelles.

a.2.1. : Implications délétéres des AG dans les maladies cardiovasculaires et les
cancers

Globalement, les acides gras polyinsaturés (AGPI) seraient plus sains que les AGS
alors qu’ils sont présents en moins grande quantité dans la viande (Maia et al. 2010).
En 2013, I'Organisation Mondiale de la Santé recommandait aux populations de ne
pas dépasser un apport énergétique de 10% provenant des AGS, 1% provenant des
AGI trans, et d’avoir un apport en graisses totales entre 10 et 35% (Organisation
mondiale de la Santé (OMS) 2013). Ces recommandations sont dues au risque de
maladies cardiovasculaires et d’augmentation de la cholestérolémie (Lourenco et al.
2010). Pour rappel, dans leur configuration trans, les AGI retrouvent une structure
linéaire similaire a celle des AGS, d’ou le risque proche de maladies cardiovasculaires
lié a 'augmentation de la rigidité membranaire (Colette, Monnier 2011). Cependant,
les effets néfastes des AGS et AGlI frans sont a considérer de maniére individuelle car

certains AGS, comme le C18:0, ont un effet bénéfique voire neutre sur le risque
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thrombogénique et athérogénique, alors que les C12:0, C14:0 et C16:0 sont fortement
hypercholestérolémiants (Yu et al. 1995). De méme pour les AGI frans, certains, que
nous développerons ci-apres, ont un effet bénéfique tandis que d’autres, comme les
trans10, sont responsables de modifications du métabolisme lipidique a l'origine de
diabétes lipoatrogenes (Roche et al. 2002). En 2015, une méta-analyse confirme que
la consommation d’AGl trans, et principalement I'acide élaidique (frans9) conduit a une
hausse de la mortalité coronarienne (De Souza et al. 2015). En plus des risques
cardiovasculaires, des liens ont été établis entre certains AGPI et la survenue de
cancers. Des régimes riches en AGPI n-6, et notamment en AL, favoriseraient en effet
le développement de cancers comme celui du sein ou du cblon, et la formation de
métastases (Rose et al. 1995; Bougnoux et al. 2006). Le mécanisme a l'origine de
ces observations ferait intervenir les prostaglandines E2 (PGEZ2). Un régime riche en
AL serait responsable d’une forte teneur plasmatique en acide arachidonique qui sert
de substrat pour la formation de prostaglandines pro-inflammatoires, notamment

PGEZ2, potentiellement cancérogénes (Blouin et al. 2006).

a.2.2. : Effets bénéfiques des AG en santé humaine

« Gras » ne veut pas pour autant dire néfaste pour la santé. Certains AG sont en effet
qualifiés d’essentiels. llIs comprennent les AG indispensables a I'organisme et au bon
fonctionnement des cellules et qui ne peuvent étre fabriqués qu’a partir d’'un
précurseur apporté par I'alimentation (ANSES 2021). Les deux familles principales
sont les AGPI n-6, dont le précurseur et le représentant majeur est I'AL, et les AGPI
n-3 dont le précurseur est 'AAL. En plus d’étre essentiels, ils présentent des effets
bénéfiques en santé humaine. A faibles doses, I'AL entrainerait une diminution du taux
de cholestérol-LDL ou « mauvais » cholestérol sans effet significatif sur le « bon »
cholestérol, ou cholestérol-HDL. Le cholestérol-LDL est décrit comme mauvais car il
favorise la formation de plaques d’athérome. L'AL préviendrait également I'apparition
de maladies cardiovasculaires, a condition de représenter 3 a 5% de I'apport
énergétique total (ANSES 2011). L'AAL et les AG a longues chaines obtenus par son
élongation et sa désaturation, notamment l'acide eicosapentaéneoique (EPA) et
docosahexaénoique (DHA), auraient également une action bénéfique notamment par
diminution des complications fatales des infarctus du myocarde (Mozaffarian, Rimm
2006). De plus, si une corrélation positive a été établie entre un régime riche en AGPI

n-6 et la survenue de cancers, une corrélation négative a été décrite avec les AGPI n-
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3, 'AAL et ses dérivés a longue chaine. Ces derniers diminueraient la fréquence de
certains types de cancers ainsi que le risque de métastases (Rose et al. 1995;
Bougnoux et al. 2006), par inhibition de la croissance tumorale (Poncheville et al.
2003). L’étude rétrospective de Bougnoux et al. (2006) réalisée a partir d’analyses
d’échantillons de tissu adipeux blancs provenant de patientes atteintes de cancer du
sein ou de tumeurs bénignes en témoigne (figure 15). Cela s’expliquerait par le fait
que les dérivés des AGPI n-3, contrairement aux n-6, inhiberaient la synthése d’acide
arachidonique et donc celle de PGE2 (Bougnoux et al. 2006). Les résultats de cette
méme étude montrent aussi que les AGMI cis étaient tous protecteurs contrairement

aux frans (Bougnoux et al. 2006).
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Figure 15 : Odds ratios de cancers du sein pour les AG de tissus adipeux blancs prélevés sur 329
femmes, représentés par classes de lipides (Bougnoux et al. 2006)

Le DHA est le plus cytotoxique des AGPI pour les cellules tumorales, a des
concentrations qui n’altérent ni la prolifération, ni la viabilité des cellules normales
(Poncheville et al. 2003). De nombreuses études ont également montré I'importance
des omégas 3 dans le développement de I'enfant, le DHA se retrouvant en grande
quantité dans les membranes cérébrales et rétiennes et impliqué dans la vision et les
fonctions cognitives (Dyall 2015). D’autres AG présents dans la viande ovine, les CLA,
ont montré des effets intéressants en santé humaine. De nombreuses études

evoquent leur contribution a la prévention de cancers, la diminution du risque
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thrombotique et 'amélioration de la réponse immunitaire. Le principal CLA impliqué
est 'acide ruménique dont le précurseur, I'acide vaccénique, présente des propriétés
semblables (Wood et al. 2008; Lourengo et al. 2010).

Ainsi, les recommandations nutritionnelles sont de consommer 3 a 5 % d’AGPI n-6,
car ils limitent les maladies cardiovasculaires, en privilégiant un rapport 18:2n-6/18:3n-
3 inférieur a 5, et de favoriser les régimes enrichis en CLA (ANSES 2011). La viande
ovine est d’ailleurs plus riche en CLA que la viande bovine, alors qu’elle présente un
rapport w6/w3 > 5 (ANSES 2011). Il a également été montré que le gras
intramusculaire d’agneaux nourris a I'’herbe était plus riche en AAL que celui d’agneaux
engraisses avec des concentrés, avec un ratio AGPI n-6/AGPI n-3 plus bas et plus
proche des recommandations attendues et une teneur plus importante en acide
rumeénique (Aurousseau et al. 2004; Araba et al. 2009; Chikwanha et al. 2018).

b. Lien entre le profil en AG et les performances zootechniques : intérét a
I'’échelle de I'animal

D’apres I'étude de Wood et al. en 2008, chez les ruminants, les AGPI se concentrent
davantage dans le gras intramusculaire que dans le tissu adipeux sous-cutané, avec
notamment ’AL et AAL présents au sein des phospholipides (Wood et al. 2008). Une
caractéristique globale de la viande de ruminants est l'incorporation préférentielle
d’AGPI n-3 a longue chaine au sein des phospholipides, plutét que dans les
triglycérides (Bessa et al. 2015). La proportion d’AL diminue au sein du muscle lorsque
les dépdbts graisseux augmentent (Aurousseau et al. 2004; Wood et al. 2008). Dans
'étude d’Aurousseau et al. (2004), les agneaux qui paturent ont moins d’AG
intramusculaires au sein des triglycérides du muscle longissimus thoracis et plus d’AG
au sein des phospholipides que les agneaux en stabulation nourris avec du concentré
et des fourrages. Les triglycérides des agneaux au paturage comprennent également
moins d’acide palmitique, AGMI, AL et autres AGI n-6, pour plus d’AAL, acide
ruménique et AGMI frans. La raison principale est que la quantité de lipides
musculaires et notamment des phospholipides qui concentrent 'AL diminue au profit
des AGS et AGMI (Wood et al. 2008).

Dans I'étude d’Araba et al. (2009), des agneaux de six mois d’age ont été soumis a
trois régimes différents pendant trois mois, un régime de parcours intégral (PP), un
régime a base de concentrés et de foin (CC) et un régime a base de concentrés, foin
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d’avoine et paturage (PC). Le suivi des performances zootechniques a montré que le
GMQ diminue lorsque la proportion de paturage augmente. L’abattage des agneaux a
l'issue des trois mois montre également un meilleur rendement des carcasses pour le
régime CC soit sans paturage, avec de meilleurs développement et conformation
musculaires. La quantité de gras intracavitaire, autour des reins et de 'omentum, est
également moindre lorsque les agneaux ont seulement paturé (Araba et al. 2009).
Ainsi, il ressort que les performances de croissance et le rendement des carcasses
ont largement été améliorés par une augmentation de la part de concentrés et de foin
dans les régimes, mais que la baisse des performances est compensée par une
meilleure qualité de la viande au paturage, avec une augmentation de la proportion
d’AGPI et notamment n-3, et une baisse du ratio w6/w3, accompagné probablement
d’'une baisse des colts de production.

Concernant les CLA, et notamment le CLA trans10, cis12, les données concernant la
dépression en matiere grasse du lait ou « milk fat depression » sont bien fournies,
mais celles concernant I'effet sur les ovins allaitants et le dép6t de gras sur la carcasse
le sont moins. L'étude de Park et al. en 1999 a démontré que ce CLA induisait des
modifications corporelles, et notamment une réduction de I'accumulation de graisse
sous cutanée et une augmentation de la masse maigre et musculaire chez des souris,
des rats et des cochons. Les CLA auraient également un effet sur les adipocytes et
les cellules musculaires squelettiques induisant une inhibition du stockage de matiéres
grasses dans les adipocytes couplée a une augmentation de la betahydrogénation
dans les cellules musculaires et une augmentation de la masse musculaire. L'isomere
cis9,trans11 n’a montré en revanche aucune influence sur la composition corporelle
des souris dans cette étude (Park et al. 1999). L’étude de Zhang et al. en 2016 sur des
bovins soumis a un régime enrichi en CLA a également montré une augmentation du
dépbt de gras intramusculaire par activation de I'expression des génes lipogéniques
et une diminution du gras sous cutané par activation de I'expression des génes

lipolytiques (Zhang et al. 2016).

Ainsi, méme si la viande ovine n’est pas la plus consommée en France, elle présente
des qualités nutritionnelles importantes qui dépendent entre autres du profil en AG de
la graisse intra et intermusculaire. Nous allons maintenant étudier les différentes
sources d’AG dans les rations et les premiéres dégradations qui ont lieu aprés 'arrivée
de ces AG dans le rumen.
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) Sources, premieres transformations dans le rumen et digestion des
AG

A) Sources de lipides dans I'alimentation ovine

a. Importance des lipides dans la ration alimentaire

Dans la plupart des rations des ruminants, les lipides représentent moins de 5% de la
matiére séche totale (Enjalbert et al. 2017). Les aliments concentrés tels que les
céreales et les tourteaux non-gras contiennent moins de 4% de lipides. Il en est de
méme des fourrages, avec de I'herbe qui peut contenir 3% d’AG au printemps et a
'automne, mais moins de 1% en hiver dans les pays tempérés (Bauchart, Rémond
1984).

Ces faibles proportions ne doivent pas conduire a sous-estimer I'importance des

lipides dans les rations sur le plan nutritionnel, comme nous I'avons vu précédemment.

b. Dosage des lipides et caractérisation des AG

La fraction lipidique des fourrages et des aliments concentrés est souvent moins bien
connue que leurs fractions glucidique, protéique et minérale. La teneur lipidique des
aliments se mesure par dosage de I'extrait éthéré, qui est une méthode quantitative
basée sur la solubilité des lipides dans les solvants organiques. Il existe deux
procédés, reconnus meéthodes officielles par I'Union Européenne depuis 1986
(Morand-Fehr, Tran 2001). La premiére méthode est fondée sur I'extraction par I'éther
et la seconde sur une hydrolyse a chaud avant I'extraction par I'éther.

Le groupe des lipides est caractérisé par son insolubilité dans I'eau et sa solubilité
dans les solvants organiques tels que I'éther. La méthode d’extraction consiste a
placer I'’échantillon sur une surface poreuse au sein d’'un extracteur et I'éther, a savoir
le solvant d’extraction, au sein d’'un ballon qui est mis a ébullition pendant 6 a 7 heures.
L’extracteur utilisé est souvent un extracteur de Soxhlet. Les vapeurs de solvant
passent dans l'extracteur puis dans le tube adducteur, se condensent dans le
réfrigérant et retombent dans le corps de I'extracteur (figure 16). L'échantillon est ainsi
constamment au contact du solvant et chauffé par les vapeurs du dessous. Le solvant
condensé s’accumule ainsi dans l'extracteur jusqu’a atteindre le sommet du tube-
siphon, provoquant le retour du liquide dans le ballon, enrichi en substances
hydrophiles extraites. La température d’ébullition des lipides extraits étant supérieure
a celle de I'éther, celui-ci continu a étre évaporé tandis que les substances d’intérét
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restent dans le ballon. Le résidu final est pesé par une méthode gravimétrique et
constitue I'extrait lipidique total (Clément 1956).
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Figure 16 : Méthode d'extraction des lipides par I'éther dans un extracteur de Soxhlet (Luque de
Castro, Priego-Capote 2010)

L’extraction via un solvant organique permet d’obtenir un pourcentage de matiéres
grasses, mais « I'extrait lipidique total » contient d’autres substances liposolubles
comme les stérols, les hydrocarbures, et certaines vitamines. Ainsi, les AG végétaux
sont souvent surestimés avec cette méthode. L’éther extrait les triglycérides et les AG
libres a chaines longues mais pas les phospholipides ou les corps gras altérés. Cette
meéthode s’applique alors aux aliments simples d’origine végétale et aux aliments
composés qui contiennent essentiellement des triglycérides et des AG libres (Morand-
Fehr, Tran 2001). De fait, des étapes préalables peuvent étre nécessaires, notamment
pour lyser les protéines liees aux lipides. La méthode de référence est une hydrolyse
acide a chaud, dans un milieu enrichi en acide chlorhydrique (Clément 1956). Cette
étape préalable permet de rompre les liaisons protéiques avant extraction par le
solvant. Les deux méthodes présentées sont reproductibles et fiables mais les
laboratoires d’analyse ne précisent pas toujours quel procédé ils ont utilisé, ce qui peut
étre a l'origine de divergences selon les études.
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En outre, il est possible d'utiliser d’autres méthodes quantitatives pour déterminer la
composition en AG. La méthode principale est la chromatographie en phase gazeuse
mais il existe également une méthode de spectrométrie dans le proche infrarouge
(SPIR). Le principe de la SPIR est basé sur I'absorption des rayonnements infrarouges
par la matiere organique. Comme cette absorption est liee a la composition chimique
des échantillons, on peut estimer cette derniére par la mesure de I'absorption de
lumiére par I'échantillon (Bastianelli et al. 2015). La chromatographie en phase
gazeuse est quant a elle une méthode de séparation fondée sur la migration
différentielle des constituants d’'un mélange. Les molécules a séparer sont volatilisées
et mélangées a un gaz vecteur (Bouchonnet 2009). Les analyses par chromatographie
sont souvent d’'une grande reproductibilité et précision, avec une bonne séparation
des pics représentant des AG mineurs ou isoméres méme si cela reste dépendant de
la dilution de I'échantillon, du flux de gaz utilisé et de la longueur de la colonne
(Morand-Fehr, Tran 2001).

c. Distribution des AG au sein de la ration des ruminants

La ration des ruminants comporte principalement des fourrages, dont les parties vertes
sont riches en galactolipides et phospholipides, et des concentrés, avec des céréales
et plus rarement des graines oléagineuses riches en triglycérides (Buccioni et al. 2012;
Doreau et al. 2012). Les AG sont répartis differemment au sein des catégories de
lipides, 'AL et AAL étant les deux AG majoritaires dans les fourrages et la plupart des
concentrés (Enjalbert et al. 2017).

c.1: Herbe fraiche et fourrages conservés

Les fourrages ont une teneur en extrait éthéré de 2 & 7 %. A mesure que la plante
passe du stade jeune pousse au stade de maturité, les proportions des acides
palmitique, stéarique et oléique augmentent alors que celle de 'AAL diminue. La
teneur en AG des fourrages est plus faible que leur teneur en extrait éthéré, car ils
contiennent de nombreux pigments. Parmi leurs lipides, les fourrages verts comportent
environ 10% de phospholipides, 30% de glycolipides et autour de 20% de lipides
simples, principalement des AG (Morand-Fehr, Tran 2001). Le principal AG de I'herbe
fraiche est 'AAL, qui représente plus de 50% des AG totaux. L’acide palmitique et 'AL
représentent en moyenne respectivement 20 et 15% des AG (Doreau et al. 2012). Les
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fourrages verts sont ainsi riches en AGPI, les teneurs en AGS représentant moins de
20% des AG totaux (Morand-Fehr, Tran 2001).

La teneur en AG totaux de I'herbe n’est pas modifiée par I'ensilage, soit la méthode de
conservation humide, en revanche la majorité des AG présents au sein des ensilages
sont non estérifies (Doreau et al. 2012). L’herbe et I'ensilage d’herbe ont une
proportion d’AAL largement supérieure a celle des concentrés dans lesquels 'AAL
représente 2% des AG totaux, tandis que la teneur en AL est a peu prés similaire
(Woods, Fearon 2009). Une exception est I'ensilage de mais, dont la composition est
proche du mais grain, avec des proportions élevées d’AL (35 a 50%) et AO (20 a 30%)
et une faible proportion d’AAL (5%), en proportion des AG totaux. Le fanage, en
revanche, réduit la teneur en extrait éthéré qui est de 1,5 a 5% et modifie la
composition en AG puisqu’en proportion de lipides, les foins ne contiennent plus que
30% d’AAL et davantage d’AO, AL et AGS (Morand-Fehr, Tran 2001).

c.2 : Aliments concentrés

Les céréales et la plupart des graines protéagineuses, comme le blé, I'orge, le pois et
la féverole, ont des teneurs en extrait éthéré souvent assez faibles (1 a 2 %) sauf le
mais et les coproduits de meunerie (autour de 4%), avec une proportion trés élevée
d'AL (plus de 50 % des AG totaux) et des proportions faibles d'AGS (20% ou moins
des AG totaux), dominés par 'acide palmitique (Morand-Fehr, Tran 2001). Les lupins
ont également une proportion plus élevé de lipides (autour de 5%), dominés par I'AL
et 'AO (INRAE 2017). Les graines oléagineuses sont riches en lipides et leur
composition varie selon I'espece végétale. Toujours en pourcentage d’AG totaux,
I'huile de palme contient autour de 46% d’acide palmitique, la graine de colza est riche
en AO (autour de 60%) et contient autour de 20% d’AL, les graines de lin contiennent
plus de 50% d’AAL mais certaines variétés ont une prédominance d’AL, et les graines
de coton sont riches en AL (47%). Les graines de soja et de tournesol contiennent
quant a elles beaucoup d’AL (respectivement 53% et 66%) et moins d’AO (autour de
22%), bien que certaines variétés de tournesol contiennent une majorité d’AO (plus de
80%) (Morand-Fehr, Tran 2001; Doreau et al. 2012).

Les teneurs en AG dans les aliments concentrés varient légerement selon les études
mais les tendances sont sensiblement les mémes. La figure 17, extraite d’'une étude

de 'INRAE (AFZ 2000) est un résumé des compositions en AG majeurs de céréales,
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graines protéagineuses et oléagineuses et de l'huile de palme, utilisées en

alimentation animale.
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Figure 17 : Comparaison des compositions en AG majeurs de différentes plantes (AFZ 2000)

En résumé, I'AL est présent en quantités importantes dans les régimes riches en
concentrés, tandis que 'AAL est prédominant dans le régime des ruminants en

systémes herbagers.

Les AG présents dans les rations sont ainsi majoritairement insaturés voire
polyinsaturés, alors que les tissus des ruminants sont riches en AG frans plutét
saturés. De fait, des transformations ont forcément lieu au cours des différentes étapes
conduisant au dépdét des lipides dans les produits terminaux, avec en premier lieu
celles qui occurrent dans le rumen, constituant le premier site du métabolisme
lipidique.

B) Le métabolisme lipidique ruminal

Les AG absorbés par le ruminant sont issus de deux grands métabolismes ruminaux.
Le premier est la fermentation de la matiére organique conduisant a la formation
d’acides gras volatils (AGV) absorbés majoritairement a travers la paroi ruminale, la

partie non absorbée entrant dans les voies de I'anabolisme microbien et aboutissant,
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entre autres, a la formation d’AG longs. Lorsque ces derniers ont pour précurseurs des
AGV ramifiés, ils conservent cette particularité et constituent les iso-AG. Par ailleurs,
les AG obtenus par élongation du propionate ont un nombre impair de carbones.
L’autre transformation majeure se déroulant dans le rumen est la biohydrogénation
des AGI qui conduit a la formation d’AG majoritairement saturés ainsi que
d’intermédiaires monoinsaturés. Les AG sortant du rumen seront absorbés dans
l'intestin gréle.
a. Synthese d’AG a partir I’AGV et autres lipides microbiens

Les bactéries ruminales ont un réle majeur dans la synthése des AGV. En effet, pour
leur propre métabolisme énergétique, elles transforment les composés alimentaires
issus principalement des parois cellulaires végétales, comme la cellulose,
I'hémicellulose et les pectines, et du contenu cellulaire, comme I'amidon et les sucres
solubles, en molécules solubles et assimilables. De nombreuses enzymes
bactériennes, comme des cellulases, hémicellulases, pectinases et amylases, sont
ainsi sécrétées afin d’hydrolyser les composés glucidiques d’origine alimentaire
(Cuvelier et al. 2005b). Ces hydrolyses conduisent a des substrats osidiques,
principalement des hexoses avec majoritairement du glucose, et des pentoses comme
le xylose, qui peuvent pénétrer au sein des cellules bactériennes pour subir des
fermentations anaérobies conduisant a la formation d’'un métabolite intermédiaire, le
pyruvate. A partir de ce substrat, plusieurs voies de fermentation vont conduire & la
formation d’'AGV, les trois principaux étant I'acétate (C2), le propionate (C3) et le
butyrate (C4). Le valérate (C5), isovalérate, caproate (C6) et 2-méthylbutyrate sont
également produits en quantité nettement moindre (Bannink, Tamminga 2005). Les
voies de fermentation sont déterminées par la composition microbienne, elle-méme
conditionnée par le régime alimentaire. Un régime riche en fourrage privilégiera la
formation d’acétate avec un rapport C2/C3/C4 autour de 70/20/10 tandis qu’un régime
riche en amidon privilégiera la formation de propionate, méme si I'acide acétique reste
I'AGV le plus abondant dans les conditions physiologiques (Bannink, Tamminga 2005).
L’acide acétique est un précurseur des AG pairs, qui sont les AG les plus fréquemment
rencontrés. L’acide propionique est quant a lui un précurseur des AG impairs et de
certains acides aminés. Il est rarement estérifié sur les lipides naturels. De nombreux
lipides ruminaux sont synthétisés par les bactéries ruminales et sont caractérisés par
une abondance de ces AG impairs et ramifiés. Ces AG sont ainsi synthétisés a partir

de propionate et/ou d’AGV a chaines ramifiées, dérivant eux-mémes d’acides aminés
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a chaines ramifiées issus de la protéolyse (Alves et al. 2013). Les bactéries
amylolytiques seraient plutdt productrices d’AG ramifiés de type anteiso et d’'AG a
chaine linéaire et impaire, tandis que les bactéries cellulolytiques seraient plutot
productrices d’AG ramifiés de type iso (Vlaeminck et al. 2006; Alves et al. 2013; Vargas
et al. 2020).

Les lipides microbiens incluent également une quantité importante d’éther-
phospholipides ou plasmalogenes (Alves et al. 2013). Ces derniers sont des
glycérophospholipides dans lesquels I'nydroxyle du carbone en position 1 du glycérol
présente une liaison vinyle éther -CH=CH-O. Les diméthylacétals (DMA) sont les
produits de la catalyse acide des plasmalogénes et présentent des groupements
méthyles sur les parties hydroxyle et aldéhyde de leur fonction carboxyle (Guillocheau
2019). Les DMA sont présents en grande quantité au niveau des membranes des
bactéries anaérobies, la liaison vinyle éther leur conférant un réle notamment de
régulation de la fluidité membranaire. Le régime affecte la proportion de DMA a
chaines ramifices et notamment les iso-DMA. Une diminution du ratio
fourrages/concentrés réduit la proportion d’'iso AG et augmente la proportion d’anteiso.
Méme si la composition des DMA est ainsi influencée, la concentration de DMA totaux
ne semble pas affectée par le régime, suggérant un niveau de plasmalogénes constant
chez les micro-organismes du rumen (Alves et al. 2013). Certaines bactéries
convertissent également des AGMI en AG contenant un groupe hydroxyle ou oxo
(Alves et al. 2013). En 1966, Katz et Keeney ont isolé neuf oxo-18:0, appelés acides
kétostéariques, dans le rumen de bovins nourris au foin, le plus abondant étant I'acide
16-oxostéarique (Katz, Keeney 1966). En 2013, Alves et al. en ont isolé trois, avec
I'acide 16-oxostéarique favorisé par un régime riche en luzerne, elle-méme riche en
AAL. L’hypothése retenue est que cet oxo-AG est produit a partir de la BH de I'AAL,
suite a I'hydrogénation de la double liaison en C15, suivie de son oxydation. L'ajout
d’huile de soja dans le régime a base de luzerne a entrainé dans cette méme étude
'augmentation de I'acide 10-oxostéarique, également majoritaire dans le régime des
agneaux nourris a partir de concentrés. En effet, ce cétoacide serait produit a partir
d’'un intermédiaire hydroxylé issu de 'AO, (Katz, Keeney 1966; Hudson et al. 1995).
Propionibacterium acnes serait a l'origine de I'hydrogénation du C18:1cis9 et
C18:1trans11 en acide 10-hydroxystéarique, ensuite oxydé en acide 10-oxostéarique
(Buccioni et al. 2012). Enfin, I'acide 13-oxostéarique serait formeé a partir de 'AL (Alves
et al. 2013). La voie de synthése des lipides microbiens, bien qu’impliquant une partie
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des AG issus de la biohydrogénation (BH), reste une voie a part, on parle de la
synthése d’AG de novo. Nous allons a présent nous focaliser sur la BH a proprement
dit et ses facteurs de variation.

b. Les voies de biohydrogénation des lipides d’origine alimentaire

Apres I'arrivée des lipides, et notamment des AGPI, dans le rumen, et face a la toxicité
de ces derniers pour les micro-organismes, plusieurs étapes vont se succéder et
conduire principalement a la lyse des esters d’AG et |la saturation des AGlI, ce que I'on
nomme plus généralement la BH ruminale. Des AG libres et majoritairement saturés
arriveront ensuite dans lintestin gréle. Les premieres étapes de la BH sont des
réactions rapides tandis que la derniére étape de réduction des AG a 18 carbones,
conduisant a la formation de l'acide stéarique, est plus lente, en raison du faible
nombre de bactéries capables de la réaliser (Doreau et al. 2012).

b.1: La lipolyse des esters lipidiques

La premiere étape du métabolisme lipidique est ’hydrolyse des liaisons ester au sein
des triglycérides, phospholipides et glycolipides, réalisée via des hydrolases
bactériennes, qui libérent les AG et les substrats ensuite fermentés en AGV, comme
le glycérol et le galactose. La lipolyse a lieu rapidement dans le rumen. L’hydrolyse
des triglycérides se fait principalement via les lipases bactériennes, certains
galactolipides et phospholipides des fourrages sont hydrolysées par les lipases
végétales. Ces derniéres restent actives 5 heures une fois dans le rumen (Lourenco
et al. 2010; Doreau et al. 2012).

Les bactéries sont ainsi les principaux acteurs de la premiéere étape de transformation
lipidique, bien qu’une activité lipolytique ait été détectée chez les protozoaires
ruminaux, sans que I'importance de celle-ci n’ait pu étre établie (Doreau et al. 2012).

b.2 : La BH des AGI

La BH des AGI est la seconde étape. Il s’agit de réactions d'isomérisation et
d’hydrogénation des doubles liaisons, ces réactions ne pouvant se faire que lorsque
la fonction acide carboxylique est libre, donc apres hydrolyse (Doreau et al. 2012). Le
pourcentage de BH est inférieur a celui de la lipolyse, mais il est en moyenne de 80 a
92% pour I'AL et AAL pour des animaux au paturage ou avec un régime a base de

fourrages (Glasser et al. 2008) tandis qu’il diminue lorsque la ration contient plus de
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70% de concentrés et passe a un pourcentage entre 50 et 80% pour 'AAL et entre 35
et 60% pour ’AL (Doreau et al. 1997). Les réactions de BH se déroulent en plusieurs
phases. La premiére étape est une isomérisation, conduisant a une modification de
configuration (frans-isomérisation) et/ou de position le long de la chaine
hydrocarbonée (Doreau et al. 2012). La trans-isomérisation principale est la réaction
au cours de laquelle les AGPI possédant une double liaison cis sur le carbone 12 sont
convertis en leur isomere trans-11, créant un AG conjugué di ou triénoique,
respectivement pour I'AL ou 'AAL (Sterk 2011). En effet, I'isomérase responsable de
cette réaction n’est active que si la configuration en diéne cis9, cis12 est présente et
si la fonction carboxyle est libre. Viennent ensuite les étapes d’hydrogénation, qui
convertissent une double liaison insaturée en une simple liaison saturée.

Concernant I'AL, la voie majoritaire est celle ayant pour intermédiaire I'acide
vaccénique. Dans cette voie, la premiere isomérisation donne naissance a l'acide
ruménique (C18:2c¢is9,trans11) (Doreau et al. 2012) qui peut ensuite étre hydrogéné
en position 9, donnant a son tour majoritairement naissance a l'acide vaccénique
(C18:1trans11). Ce dernier pourra a son tour étre hydrogéné pour former I'acide
stéarique (Cuvelier et al. 2005b). A chaque étape d’isomérisation, de nombreux
isoméres sont possibles. Sous certaines conditions d’alimentation que nous décrirons,
I'AL peut parallélement suivre une autre voie de transformation, par isomérisation de
la double liaison en position 9, conduisant & la formation du CLA-trans10,cis12. A
nouveau, ce composé peut subir une hydrogénation en position 12, formant le
C18:1trans10 (Cuvelier et al. 2005b). Tous les autres AG en C18:2 possédant deux
doubles liaisons cis séparées par un groupement méthyléne, a I'exception de I'isomere
C18:2cis14,cis17, sont hydrogénés au moins jusqu’au stade C18:1 (Cuvelier et al.
2005b).

Concernant 'AAL, comme pour I'AL, la voie majoritaire est celle menant a I'acide
rumeénique puis a l'acide vaccénique. La premiére réaction d’isomérisation a ainsi
principalement lieu sur la double liaison cis12, formant I'isomére majoritaire des acides
linoléniques conjugués, le C18:3cis9,trans11,cis15 (Doreau et al. 2012). Ce composé
est majoritairement hydrogéné en position 9, ce qui conduit a la formation de
C18:2trans11,cis15. Une hydrogénation supplémentaire avec ou sans isomeérisation
donne naissance a un AGMI, majoritairement le C18:1trans11, mais aussi
possiblement le C18:1trans15 ou C18:1cis15 (Cuvelier et al. 2005b). En plus faible
quantité, 'AAL est transformé en C18:1 du trans13 au trans16 ainsi qu’en CLA avec
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uniqguement des isomeres en position 11 et 13 (Doreau et al. 2012). Ainsi, pour I'AL et
AAL, la réaction majoritaire est une réduction de la double liaison cis9 et est a I'origine
d’AG frans11. Si les étapes se poursuivent, il y a une hydrogénation supplémentaire
de la double liaison trans11 produisant du C18:0. Les acides linoléique et linolénique
conjugueés restent trés peu longtemps dans le milieu ruminal et sont rapidement
réduits, en particulier le C18:2cis9,trans11 (Wallace et al. 2007). En revanche, le
18:2trans11,cis15 et les isomeres frans du 18:1 s’accumulent surtout lorsque
I'alimentation est riche en AGPI (Doreau et al. 2012). L’acide gamma linolénique,
isomére constitutionnel de 'AAL, est présent en quantité largement inférieure a son
isomére dans les lipides animaux et végétaux. Son isomérisation donne naissance au
C18:3cis6,cis9,trans11, hydrogéné en C18:2cis6,trans11. A nouveau, son
hydrogénation conduit a la formation d’acide vaccénique puis d’acide stéarique
(Cuvelier et al. 2005b). L'AO est quant a lui majoritairement hydrogéné en acide
stéarique mais peut aussi étre isomérisé en une multitude d’AGMI de configuration
trans, parmi lesquels I'acide élaidique (C18:1trans9) et I'acide vaccénique (Doreau et
al. 2012). Enfin, il existe de nombreux isomeres des 18:1, 18:2 et 18:3 dont les voies
biochimiques ne sont pas connues. Nous avons ici décrit une partie du métabolisme

complexe des AGPI, que nous pouvons résumer dans la figure 18.

Acide linolénique
18:3-¢9, c12, c15
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Figure 18 : Principales voies de BH des acides linolénique, linoléique et oléique

Les AGPI en C20 et C22, moins fréquents dans les aliments, sont également
biohydrogénés, ce qui conduit majoritairement a des AG toujours insaturés comportant
une a cing doubles liaisons. Les AGS C20:0 et C22:0 sont plus rarement formés. Les
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données sont cependant moins fournies que pour les AG a dix-huit atomes de
carbone. Par ailleurs, un certain nombre d’AGS et AGMI sont assimilés par les micro-

organismes et entrent dans la constitution de lipides microbiens (Bauchart et al. 1990).

b.3 : Facteurs de variation de la BH

Les principaux facteurs de variation de la BH sont le pourcentage d’aliments
concentrés et la teneur en matiéres grasses de la ration. Lorsque la proportion de
concentrés augmente, le taux de BH diminue du fait d’'une diminution du pH ruminal
(Doreau et al. 1997) Un pH faible a un effet inhibiteur sur la lipolyse et sur
I'isomérisation en CLA-cis9,trans11, ce qui augmente le ratio trans10/frans11 des 18:1
et des CLA (Van Nevel, Demeyer 1996). On parle de déviation de la voie trans11 vers
la voie frans10 ou « trans-10 shift ». Pour que cette déviation ait lieu, 'augmentation
de la proportion de concentrés doit étre associée a une augmentation de I'apport en
AL, parincorporation a la ration de graines de tournesol ou de soja par exemple. Enfin,
une baisse du pH diminue la saturation finale des 18:1 trans en acide stéarique, a

I'origine d’une accumulation de ces AGMI (Troegeler-Meynadier et al. 2006).

Ainsi, la BH sature les AG alimentaires mais conduit également a la formation
d’intermédiaires uniques qu’on ne retrouve pas dans I'alimentation. L’ensemble de ces

AG vont ensuite étre répartis au sein de I'organisme.

C) Digestion des AG et répartition dans les tissus
a. Flux des AG a la sortie du rumen

Apreés le passage dans le rumen et I'action des microorganismes, les lipides arrivent
avec le reste du bol alimentaire dans le duodénum. Les AG y sont majoritairement
sous forme libre et saturée (=AGL) mais 10 a 30% sont estérifiés et représentés par
une majorité de phospholipides et glycolipides, et une minorité de triglycérides et
esters de cholestérol (De Ofeu Aguiar Prado 2018). La méta-analyse de Glasser et al.
(2008) indique qu’environ 25% de I'AL et de 'AAL alimentaires se retrouvent dans le
duodénum sous forme d’isoméres C18:1frans tandis qu’environ 62% d’AL et 25%
d’AAL se retrouvent sous forme de C18:0 (Glasser et al. 2008). Ces lipides sont pour
la plupart adsorbés a des particules solides comme des fragments végétaux, débris
de microorganismes et cellules épithéliales ruminales desquamées. Dans lintestin

gréle, les sels biliaires séparent les AG libres et les solubilisent au sein des micelles.

46



Les phospholipases et lipases pancréatiques assurent quant a elles I'hydrolyse des
phospholipides et triglycérides, ce qui libére des AG intégrés aux structures
micellaires. L’absorption a travers la muqueuse intestinale se fait ensuite par diffusion
passive, majoritairement au niveau des parties moyennes et distales du jéjunum. Les
AG a moins de douze atomes de carbone sont directement transportés jusqu’au foie,
associés a lI'albumine sérique, via la veine porte (Cuvelier et al. 2005b). Au sein des
entérocytes, les AG libres a plus de douze atomes de carbone sont ré-estérifiés, les
phospholipides et triglycérides sont reformés et intégrés aux lipoprotéines (Cuvelier et
al. 2005b), complexes macromoléculaires constitués de triglycérides, phospholipides,
cholestérol libre ou estérifié et apolipoprotéines. Classiquement étudiées par
ultracentrifugation, les lipoprotéines sont classées selon l'intervalle de densité du
milieu dans lequel elles flottent : chylomicrons, VLDL (trés faible densité), LDL (faible
densité), HDL (haute densité) (Rémésy et al. 1986). Chez les ruminants, les VLDL sont
majoritaires. Les chylomicrons et VLDL formés sont ensuite transportés par voie
lymphatique et déversés dans la circulation sanguine. La sécrétion de VLDL est
stimulée par les AGS chez les ovins (Cuvelier et al. 2005c).

L’apolipoprotéine acquise dans la circulation sanguine permet d’activer la lipoprotéine
lipase (LPL) extra-hépatique, permettant d’hydrolyser les triglycérides plasmatiques.
La LPL présente une activité élevée au sein du tissu adipeux, de la glande mammaire
en lactation, du cceur et des muscles squelettiques (Cuvelier et al. 2005c¢). L’hydrolyse
des triglycérides des chylomicrons et des VLDL conduit a la formation de particules
lipoprotéiques appelées vestiges de chylomicrons et IDL, qui donneront ensuite des
LDL par action de la LPL. Les LDL plasmatiques sont ensuite prélevées de la
circulation sanguine par le foie ou les tissus périphériques. Les HDL servent quant a
elles majoritairement a transporter le cholestérol estérifieé chez le ruminant (Cuvelier et
al. 2005c). La figure 19 résume ces flux d’AG depuis I'arrivée dans le rumen jusqu’a la

distribution dans les principaux tissus.
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Figure 19 : Représentation schématique du passage des AG dans la circulation plasmatique a la
sortie du rumen

Dans les tissus adipeux, les AG sont stockés en guise de réserve sous forme de
triglycérides. Au sein des adipocytes, la synthese des triglycérides se fait par hydrolyse
des lipides transportés par les lipoprotéines (chylomicrons et VLDL) et par synthése
endogene d’AG a partir du glucose et des AGV, a condition qu’il y ait une réserve
d’acétyl-CoA et d'un pouvoir réducteur, sous forme de nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADPH). L'acétate est 'AGV précurseur majoritaire des AG
dans les tissus adipeux des ruminants, sauf le tissu adipeux musculaire ou il s’agirait
du glucose (Cuvelier et al. 2005a).

Les acides gras préleves par le foie ont deux origines possibles : les acides gras non
estérifiés (AGNE) a chaine courte absorbés au niveau intestinal et transportés par
'albumine sérique dans la veine porte et les AGNE plasmatiques issus de la
mobilisation des réserves lipidiques ou de I'hydrolyse des triglycérides circulants par
la LPL extra-hépatique. Dans le foie, les AG peuvent étre sécrétés dans la bile, oxydeés
ou estérifiés en triglycérides pour étre stockés ou sécrétés dans les lipoprotéines
(Cuvelier et al. 2005c).

Que ce soit au sein de la cellule musculaire, hépatique ou toute autre cellule de
'organisme, les acides gras a longue chaine sont transformés en acyl-CoA puis
oxydés. Les acyl-CoA peuvent, alternativement a la voie de I'oxydation, étre estérifiés
pour former des triglycérides, dont le rble est celui de stockage, ou des phospholipides,
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constituants majeurs des membranes cellulaires et intracellulaires. Lors de déficit
énergétique (en cas de jelne de l'animal par exemple), une mobilisation des
triglycérides des tissus adipeux se produit, ce qui augmente la concentration sanguine
en AGNE (Cuvelier et al. 2005a).

b. Principales transformations et dépdts des AG dans les tissus

Au niveau de la muqueuse intestinale, mais également dans le foie, le tissu adipeux
ou encore la mamelle, des désaturases agissent sur les AG mais cela ne suffit pas a
recréer toutes les insaturations du départ, d'ou la plus grande part d’AGS dans les
produits des ruminants par rapport au profil ruminal d’AG. En 1999, I'étude de Yang et
al. a montré que le tissu adipeux sous-cutané de bovins au paturage était plus riche
en AGPI et moins en AGS que ceux des bovins a I'engraissement, et que I'activité de
la A9-désaturase du tissu était supérieure (Yang et al. 1999).

Au sein du rumen, le C18:1frans11 peut s’accumuler et étre absorbé tel quel dans
l'intestin. Dans les tissus, que ce soit dans la glande mammaire ou dans le tissu
adipeux intramusculaire et sous-cutané, il est ensuite converti en acide ruménique par
une A9-désaturase (Bessa et al 2015). Cette voie constitue la source principale de
CLA-cis9,trans11 au niveau tissulaire qui serait d’ailleurs responsable de prés de 80%
de la production des CLA déposés dans les tissus, comme montré dans la figure 20
(Bessa et al 2015).

TISSU ADIPEUX RUMEN
acide linoléique acide linoléique
cis9,cis12,18:2 absorption cis9,cis12,18:2

intestinale

v
acide ruménique acide ruménique

cis9,trans11,18:2 " | ‘absomtion | ¢is9, trans11,18:2
intestinale

A9 desaturase

v

acide vaccénique acide vaccénique
trans11,18:1 absorption trans11,18:1
intestinale
v
acide stéarique acide stéarique
18:0 *| absorption 18:0

intestinale
A9 desaturase

acide oléique
cis9,18:1

Figure 20 : Représentation schématique des voies métaboliques a l'origine du dépdt d'acide
ruménique au niveau tissulaire (Bessa et al. 2015)
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La A9-désaturase ne peut convertir que les isoméres trans7 et trans11 en leurs
isomeres correspondants (CLA-trans7,cis9 et CLA-cis9,trans11) (Bessa et al. 2015).
Dans le tissu mammaire, une partie des AG a chaine moyenne (C12:0, C14:0, C16:0)
ou longue (C18:0, C18:1,111, C20:0 a C24:0) est désaturée en position A9 par la A9-
désaturase mammaire. Le principal substrat de cette désaturase est le C18:0 et 49 a
60% de ce dernier sont désaturés en C18:1c¢is9 (De Ofeu Aguiar Prado 2018).

En définitive, les AG des produits terminaux des ruminants sont complétement
remodelés depuis leur arrivée dans le rumen jusqu’a leur distribution dans I'organisme.
Le type de CLA déposés dans les tissus dépend du type d’alimentation, la formation
de trans10 ne pouvant se faire que si la proportion de concentrés le permet. Une
grande part des AG tissulaires sont saturés. La A9-désaturase présente un réle
primordial dans la désaturation des AG.

Nous avons vu que les différentes enzymes de I'héte sont spécifiques d’'un ensemble
de substrats, dont la formation se fait par le microbiote bactérien. Nous allons étudier
celui-ci en essayant entre autres de déterminer les bactéries qui orientent plutot vers

du trans10 ou du trans11.

[lI)  Caractéristiques du microbiote ruminal ovin

Les ruminants sont des polygastriques ne possédant pas directement les enzymes
nécessaires a la digestion des glucides pariétaux présents dans leur alimentation.
C’est I'association symbiotique avec les micro-organismes du rumen qui leur permet
de tirer profit de ces glucides pariétaux, mais également des glucides cytoplasmiques
et autres nutriments contenus dans les cellules végétales. Les micro-organismes sont
présents dans les pré-estomacs des ruminants. Avant d’étudier le microbiote
bactérien, nous allons décrire 'anatomie ainsi que les paramétres physico-chimiques

de ces pré-estomacs.

A) Anatomie et caractéristiques physico-chimiques des pré-estomacs des
ruminants

a. Anatomie de I'estomac d’un polygastrique

L’estomac des ruminants est pluriloculaire. |l est composé de trois pré-estomacs non

seécretoires, que sont le réseau, le rumen et le feuillet, et d’'un estomac glandulaire, la
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caillette (figure 21). L’'ensemble est trés volumineux et occupe les 4/5™ de la cavité
abdominale (Mogicato 2015).

Rumen = panse Duodénum

(Esophage Abomasum = caillette

(estomac glandulaire)

Omasum = feuillet

Réticulum = réseau

Figure 21 : Etalement des pré-estomacs non sécrétoires et de I'estomac glandulaire d'un bovin a
l'autopsie (Ferran 2017).

Les aliments arrivent dans le réseau via I'cesophage au niveau du cardia, qui
communique avec le rumen, on parle de réticulo-rumen. Les petites particules et 'eau
restent peu dans le réticulo-rumen et transitent rapidement vers le reste des estomacs.
En revanche, les fibres peuvent y rester deux a trois jours, le temps qu’elles subissent
diverses dégradations. Une fois celles-ci terminées, le bol ruminal transite via I'orifice
réticulo-omasal vers le feuillet puis la caillette. Le réseau est contre le diaphragme, a
gauche, tandis que le feuillet et |a caillette sont a droite de I'animal. Les pré-estomacs
sont recouverts d’un épithélium pluristratifié et sont entourés d’'une forte musculature

qui permet le brassage du bol alimentaire (Bannink, Tamminga 2005).

a.1:Leréseau

Le réseau présente une structure hexagonale en nids d’abeille, formée de papilles
regroupées en cellules réticulaires (figure 22). Lors de la rumination, il y a des
contractions rétrogrades associées a une ouverture du cardia, ce qui fait remonter le

bol mérycique vers I'cesophage.

Figure 22 : Paroi interne du réseau d'un ruminant (Ferran 2017)
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Ses rdles principaux sont le stockage des éléments déglutis, notamment les éléments
lourds, la fermentation microbienne par son association avec le rumen, et la vidange
vers le feuillet.

a.2 : Le rumen

Le rumen des ovins a une capacité de 5 a 8 litres (Goopy et al. 2014; Baumont,
Deswysen 1991) et représente 64 a 71% du volume du tube digestif et 9 a 13% du
volume total corporel (Flint 1997). Il est constitué de deux sacs, le sac dorsal et le sac
ventral, ainsi que de deux cul-de-sac, également dorsal et ventral, séparés par des
sillons. Le sac ventral du rumen posséde un épithélium surélevé en papilles (figure
23), dont les rbles sont le brassage et I'absorption des nutriments, notamment les AGV

libérés par fermentation microbienne (Mogicato 2015).

-

Figure 23 : Paroi interne du sac ventral du rumen d’un ruminant (Mogicato 2015)

Les aliments ne peuvent quitter le réticulo-rumen que lorsque les particules atteignent
moins de deux millimétres. L'orifice de sortie du réticulo-rumen, qui sépare le réseau
du feuillet, maintient les fourrages en fermentation anaérobie a l'intérieur du réticulo-

rumen (Jarrige et al. 1995).

a.3 : Le feuillet

Le feuillet est moins développé chez les petits ruminants que chez les bovins. Il
contient au plus un demi-litre chez le mouton adulte (Jarrige et al. 1995) et est
compose de lames paralléles attachées a la grande courbure, qui constituent une trés
grande surface d’absorption. Son réle est la régulation du transit entre le réticulo-
rumen et la caillette, il agit comme une pompe qui se dilate pour absorber les aliments
du réseau puis les fait passer dans la caillette par contraction. Il régule également les
aliments, retenant les solides au fond des lames (figure 24) (Mogicato 2015).
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#“28

Figure 24 : Parois internes du feuillet (Ferran 2017)

Nous allons maintenant nous focaliser sur un de ces pré-estomacs, le rumen, en
parlant des conditions physico-chimiques qui le caractérisent et des bactéries qui
I'occupent, avant de se concentrer sur celles capables de réaliser la BH ainsi que ses
étapes préalables d’hydrolyse.

b. Caracteristiques physico-chimiques du milieu ruminal

Dans le grand compartiment qu’est le rumen, les gaz, solides et liquides occupent un
territoire bien défini, du fait de leurs tailles et de leurs densités. Les gaz occupent la
partie dorsale, les grosses particules alimentaires occupent le milieu du rumen flottant
sur la phase liquide qui occupe la partie ventrale. Le réticulo-rumen présente les
caractéristiques essentielles d'un « fermenteur ». En premier lieu, des conditions
d’anaérobiose sont maintenues en milieu central et ventral, tandis que des bactéries
aéro-anaérobies se situent en partie dorsale (Membrive 2016). Les conditions
d’anaérobiose permettent la réalisation des fermentations microbiennes. Le pH du
rumen est compris entre 5,5 et 7,3. Ce pH diminue de maniére significative deux a six
heures aprés la prise alimentaire par production d’AGV et est tamponné par I'apport
de bicarbonates dans la salive. Cette derniere, dont la production est de 3 a 16 litres
par jour chez les ovins (Wilson 1963), riche en bicarbonates et en phosphates, a un
réle important dans le bon développement microbien puisqu’elle permet un contrdle
de la teneur hydrique en plus du pH. Le milieu ruminal est ainsi un milieu riche en eau
(85 a 90%) qui présente un apport régulier de nutriments. La température du rumen
se situe entre 39 et 40°C. Les populations microbiennes sont ainsi adaptées a ces
conditions (Jarrige et al. 1995).

53



B) La population bactérienne ruminale

On estime a plus de 5000 le nombre d’espéces bactériennes dans I'écosystéme
microbien du rumen (Kim et al. 2011a). Les chiffres avancés concernent les bovins et
recensent 101° a 10! bactéries par gramme de contenu ruminal (White et al. 1998;
Zened et al. 2021). De fait, la diversité microbienne du tractus gastro-intestinal des

ruminants est supérieure a celle de ’'homme (Morgavi et al. 2013).

a. Méthodes de séquencgage

La diversité microbienne au sein de I'écosystéme ruminal a depuis longtemps été
étudiée, davantage chez les bovins que chez les ovins, et il existe une multitude de
méthodes moléculaires qui, ensemble, permettent d’approcher au mieux la
compréhension de cet écosystéme, sans pour autant le caractériser dans son
entiéreté. Il estimportant de distinguer identification, quantification et expression, selon
la cible nucléotidique étudiée. C’est ainsi que I'on distingue les méthodes fondées sur
'analyse de I'ADN qui visent davantage a identifier les micro-organismes, des
méthodes basées sur les ARN messagers qui mesurent l'activité de ces micro-
organismes (White et al. 1998).

Un exemple de méthode d’analyse de '’'ADN est I'analyse par polymorphisme de taille
des fragments de restriction, ou RFLP d’aprés son nom anglophone. Cette méthode a
été utilisée dans les années 1990 pour mettre en évidence la diversité des especes en
étudiant principalement les especes Fibrobacter succinogenes, Selenomonas
ruminantium et Butyvibrio fibrisolvens (White et al. 1998). Les méthodes basées sur le
géne codant pour 'ARNr 16S sont quant a elles des techniques d’analyses de
métagénomique ciblée permettant de détecter les micro-organismes présents dans
des échantillons complexes en s’affranchissant des étapes de culture ou
d’enrichissement. Elles se basent sur la comparaison des séquences étudiées avec
une base de données et ont été utilisées pour I'étude du microbiote pour la premiere
fois par Stahl et al. en 1988 (Stahl et al. 1988). Les genes codant pour 'ARNr 16S sont
des génes ubiquitaires présentant a la fois des régions trés conservées, permettant
I'utilisation d’amorces complémentaires a ces régions pour amplifier ces génes chez
la plupart des micro-organismes, et des séquences variables, propres a une espéce,
un genre ou une famille. De plus, ces genes sont peu soumis aux transferts

horizontaux, d’ou le choix en tant que marqueurs en analyse taxonomique (Falentin et
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al. 2019). En revanche, cette technique ne permet pas de faire de quantification

bactérienne.

b. Classification physiologique des principales bactéries ruminales

En 2015, I'étude d’Henderson et de ses collaborateurs a montré que la composition
microbienne ruminale varie en fonction du régime alimentaire et de I'héte mais « qu’un
microbiome commun existe entre especes de ruminants et a I'échelle du globe »
(Henderson et al. 2015). Dans cette étude, 742 échantillons de contenus ruminaux ont
été prélevés sur 32 ruminants d’espéces différentes et dans 35 pays. L’expérience a
montré que les 30 groupes bactériens les plus abondantes étaient retrouvées dans
plus de 90% des échantillons. De fait, si 'on considére les caractéristiques communes
aux bactéries ruminales, nous pouvons les classer selon des criteres morphologiques
ou physiologiques comme par exemple selon les substrats qu’elles dégradent. Cette
classification permet de distinguer les bactéries fibrolytiques, amylolytiques,
hémicellulolytiques, pectinolytiques, protéolytiques, lipolytiques.... Les bactéries
fibrolytiques et amylolytiques sont majoritaires dans le rumen (Bannink, Tamminga
2005). Les bactéries cellulolytiques sécrétent des cellulases capables de cliver les
liaisons B(1-4) de la cellulose libérant ainsi des diméres de glucose appelés
cellobioses. Ces bactéries sont toujours minoritaires en proportion par rapport aux
amylolytiques et sont favorisées par une alimentation riche en fourrage. Elles
produisent davantage d’acétate (C2) que les amylolytiques, mais également du
propionate (C3) et un peu de butyrate (C4). Leur pH optimal est un pH supérieur a 6.
Les espéces cellulolytiques dominantes sont Fibrobacter succinogenes pour les
formes bacillaires et Ruminococcus albus et Ruminococcus flavefaciens pour les
formes en coques (Jarrige et al. 1995). Les bactéries amylolytiques dégradent 'amidon
et sont favorisées par un régime riche en concentrés avec un pH optimal inférieur a 6
(Cotta 1988). Elles produisent davantage de propionate que les cellulolytiques. Les
bactéries amylolytiques principales sont Selenomonas ruminantium, Ruminobacter
amylophilus et Prevotella ruminicola (Cotta 1988). Si 'on s’intéresse a quelques
espéces bactériennes ayant d’autres activités que glucidolytiques, nous pouvons citer
Butyrivibrio fibrisolvens qui participe a I’hnydrogénation des lipides et a la protéolyse,
Prevotella ruminicola qui participe également a la protéolyse et la fermentation des
peptides, Selenomonas ruminantium, favorisée par des régimes riches en céréales et

capable de fermenter une vingtaine de substrats carbonés (Jarrige et al. 1995).
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Certaines especes sont en revanche trés spécialisées et occupent des niches
nutritionnelles trés étroites, comme Anaerovibrio lipolytica qui n’hydrolyse que les
lipides et ne fermente que le glycérol et le fructose. Le tableau 1 résume les principales
especes bactériennes du rumen et les substrats qu’elles hydrolysent.

Tableau 1 : Substrats hydrolysés par les principales espéces bactériennes du rumen (Jarrige et al.
1995; Cuvelier et al. 2005b)

Substrats hydrolysés Cellulose Hémicellulose ‘ Amidon ‘ Pectines Triglycérides ‘ Protéines
Espéces bactériennes

Fibrobacter succinogenes + + - + - -
Ruminococcus albus + i - T -
Ruminococcus flavefaciens + + - + -
Butyvibrio fibrisolvens - & o + +
Prevotella ruminicola - + + + +
Selenomonas ruminantium = . + o
Streptococcus bovis - - + + +
Ruminobacter amylophilus = = + = 4
Succinomonas amylolytica - - - +

Succinivibrio dextrinosolvens - - E o +

Anaerovibrio lipolytica - - - +

c. Classification phylogénétique des principaux taxons

Si I'on s’intéresse a la classification phylogénétique, les deux phyla majoritaires sont
les Firmicutes et les Bacteroidetes, que I'on s’intéresse aux bactéries du contenu
ruminal ou a celles attachées a [I'épithélium (Sadet-Bourgeteau et al. 2010).
L’établissement d’'une méta-analyse exhaustive du microbiote ruminal des ovins est
impossible a ce jour, mais les nombreuses données disponibles rapportent une
vingtaine de phyla identifiés dans le rumen des ovins (Kim et al. 2011b).

c.1: Les Firmicutes

Les Firmicutes sont des bactéries Gram positif divisées en six classes d’aprés le
Catalogue of Life 2021 (Huijbers 2021) dominées par la classe des Clostridia dont les
familles les plus abondantes sont les Lachnospiracae et les Ruminococcaceae,
appartenant a I'ordre des Clostridiales (Kim et al. 2011b). Dans 'étude de Kim et al.
(2011), 90,6% des Firmicutes appartiennent a la classe des Clostridies, et au sein de
cette classe, 23,8% et 25,8% des bactéries appartiennent respectivement aux
Lachnospiraceae et aux Ruminococcaceae. Enfin, les genres principaux sont

Butyrivibrio, Acetivibrio, Ruminococcus et Succiniclasticum (Kim et al. 2011b).
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Comme especes fibrolytiques et hémicellulolytiques appartenant aux Firmicutes,
citons par exemple Butyrivibrio fibrisolvens, Ruminococcus albus et Ruminococcus
flavefaciens, et comme amylolytique et protéolytique, Selenomonas ruminantium
(Sadet 2008).

c.2 : Les Bacteroidetes

Les Bacteroidetes sont des bactéries Gram négatif retrouvées dans le tube digestif de
trés nombreuses espéces. Ce phylum contient quatre classes d’aprés le Catalogue of
Life 2021, avec la classe des Bacteroidia en chef de file (Huijbers 2021). L’'ordre des
Bacteroidales est le seul représentant de cette classe, on y trouve le genre Prevotella,
majoritaire au sein du rumen et appartenant a la famille des Prevotellaceae (Stewart
et al. 1997). Le genre Prevotella représente autour de 50% des Bacteroidetes du
rumen et 10% (Kim et al. 2011b) a 30% des bactéries ruminales (Lopes et al. 2015).
Les bactéries de ce genre possédent des activités hémicellulolytique et amylolytique
(Sadet 2008).

c.3: Les autres phyla

Les autres bactéries du rumen appartiennent aux phyla des Proteobacteria (3 a 5%),
des Actinobacteria (2,5%), et en moindre abondance des Fibrobacteres et des
Spirochaetes (Whitford et al. 1998). C’est au sein des Fibrobacteres que la premiere
espéce fibrolytique importante a été isolée en culture pure (Jarrige et al. 1995).

Le représentant le plus connu des Proteobacteria est Escherichia coli, une des
bactéries les plus représentées dans le tractus digestif des humains. Les
Proteobacteria sont divisées en six classes, toujours d’aprés le Catalogue of Life 2021.
La plus représentée au sein du rumen est la classe des Gammaproteobacteria (Kim
et al.2011b). Elle regroupe les Aeromonadales comprenant notamment la famille des
Succinivibrionaceae (Lopes et al. 2015).

C) Les bactéries impliquées dans la BH

a. Les bactéries capables d’hydrolyser les lipides

L’espéce bactérienne reconnue comme étant la plus lipolytique est Anaerovibrio
lipolytica, qui a notamment pour substrats les triglycérides. Toutefois, les lipases
qu’elle utilise n’hydrolysent ni les galactolipides ni les phospholipides (Henderson
1971). Pourtant, dans les régimes riches en fourrages, sa proportion reste importante,
suggérant la possibilité qu’elle réalise d’autres activités, comme la fermentation du
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glycérol (Lourengo et al. 2010). Son génome contient trois genes codant pour des
lipases, davantage actives sur les acides laurique et myristique que sur les acides
palmitique et stéarique. L’abondance relative d’Anaerovibrio lipolytica, estimée par
séquencage du géne codant pour ’ARNr 16S en pourcentage des séquences totales,
serait de 0,05% (Enjalbert et al. 2017).

D’autres bactéries appartenant au genre Butyrivibrio possédent une activité estérase,
et ont la capacité de lyser les phospholipides et les galactolipides (Hazlewood, Dawson
1979).

La production de phospholipases a notamment été observée chez une faible
proportion de souches bactériennes parmi lesquelles des souches non fibrolytiques de
Butyrivibrio fibrisolvens (Jarrige et al. 1995). Enfin, les genres Clostridium,
Propionibacterium, Staphylococcus et Selenomonas présentent une activité lipolytique
(Enjalbert et al. 2017).

b. Les bactéries capables de réaliser la BH

Les études pionniéres de Polan et al (1964) citent Butyrivibrio fibrisolvens comme
'espéce bactérienne majeure réalisant la BH de I'AL avec la formation de CLA et
d’acide vaccénique, sans qu’elle soit capable de réaliser la formation d’acide stéarique
(Polan et al. 1964). Elle réduit également I'AAL en intermédiaires frans. L’abondance
relative du genre Butyrivibrio estimée en pourcentage des séquences totales via le
géne codant pour 'ARNr 16S serait de 3 a 4%, dont 0,25% de Butyrivibrio fibrisolvens
(Enjalbert et al. 2017). Ce n’est que plus tard que la derniére étape de transformation
des C18:1trans en C18:0 fut attribuée a I'espéce Butyrivibrio proteoclasticus, proche
phylogénétiquement de Butyrivibrio hungatei et anciennement appelée Clostridium
proteoclasticum (Lourengo et al. 2010). B. proteoclasticus est le seul producteur
d’acide stéarique bien défini (Maia et al. 2007; Enjalbert et al. 2017). Cette espéce ne
serait présente qu’au niveau de la partie solide du rumen, y réalisant ainsi les derniéres
étapes de BH (Lourenco et al. 2010). En 1997, Harfoot et Hazlewood ont classé en
deux groupes les différentes espéces de bactéries capables de biohydrogéner les AGI:
le groupe A, composé de bactéries capables d’hydrogéner I'AL et AAL en acide
vaccénique, avec notamment Butyrivibrio fibrisolvens, et le groupe B capable de
réaliser les derniéres étapes d’hydrogénation, conduisant a la saturation en acide
stéarique (Harfoot, Hazlewood 1997).
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La premiére étape de BH de I'AAL et I'AL, soit I'isomérisation en A12, a l'origine
du CLA C18:3cis9,frans11,cis15 ou du

C18:2cis9,frans11 est ainsi réalisée par Butyrivibrio fibrisolvens. Cependant, d’autres

respectivement et majoritairement
bactéries appartenant aux genres Clostridium, Pseudobutyrivibrio, Lactobacillus,

Propinobacterium, Bifidobacterium, Eubacteria, Roseburia, Enterococcus et
Pediococcus sont capables de réaliser la formation du CLA-cis9,trans11 (Enjalbert et
al. 2017). D’aprés Maia et al. (2007), Clostridium aminophilum et Mitsuokella
multiacidus participent a la formation d’AO et Fibrobacter succinogenes a I'acide
palmitique. Il a également été démontré que des espéces bactériennes mineures
comme Megasphaera elsdenii et Propionibacterium acnes produisaient du CLA-
trans10,cis12 a partir d’AL (Doreau et al. 2012; Lourengo et al. 2010; Bessa et al.
2015). Ruminococcus albus produit également une large proportion de C18:1trans10
(Kemp et al. 1975; Enjalbert et al. 2017) et Butyrivibrio fibrisolvens serait capable de
métaboliser de faibles quantités de C18:1frans10 (Buccioni et al. 2012). Les figures 25
et 26 synthétisent les principales espéces bactériennes impliquées dans la BH ainsi

que les enzymes qu’elles utilisent.

Molecular
Enzyme Origin Localization  Optimal pH Amino-acids weight (kDa) Reference
Lipases Anaerovibrio lipolyticus Extracellular 7-4 248-492 28-56 Henderson (1971); Privé et al. (2013)
Lipase Pseudomonas aeruginosa — 8.0 — 29 Unni et al. (2016)
Lipases Rumen metagenome — 75 — — Liu et al. (2009); Privé et al. (2015)
A12 isomerase  Butyrivibrio fibrisolvens Membrane  7.0-7-2 - — Kepler and Tove (1967)
A9 isomerase Propionibacterium acnes  Cytosol 7-2-7-5 424 48 Deng et al. (2007); Farmani et al. (2010)
cis-9,trans-11 Butyrivibrio fibrisolvens Membrane  7-2-8-2 - 53 Hughes et al. (1982); Fukuda et al. (2007)

CLA reductase

Figure 25 : Enzymes bactériennes connues comme étant impliquées dans la lipolyse et la BH
(Enjalbert et al. 2017)
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Figure 26 : Principales espéces bactériennes capables de réaliser la BH des C18 principaux (Enjalbert

etal. 2017)
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De nombreux facteurs de variation, principalement alimentaires, influent sur cet

écosystéme bactérien ruminal.

D) Facteurs de variation de I'écosystéme bactérien ruminal

a. Influence des conditions physico-chimiques du rumen

En 1999, I'étude menée par Tajima et al. réalisée sur des vaches Prim’ Holstein
nourries avec une ration mixte a base de fourrages et de concentrés montre que les
bactéries different qualitativement et quantitativement selon que I'on étudie la phase
solide ou liquide du rumen (Tajima et al. 1999). En effet, comme décrit précédemment,
le rumen est segmenté avec, de bas en haut, une phase solide, une phase liquide et
une phase gazeuse et les bactéries se répartissent differemment au sein de ces
phases. Dans cette étude, les Firmicutes sont majoritaires quelle que soit la phase
(52% et 71% respectivement pour la phase liquide et solide), suivis des Bacteroidetes
(entre 26 et 38%). Chez les ovins, la proportion de Bacteroidetes est plus importante
que chez les bovins (Larue et al. 2005). Ces proportions ne sont cependant pas
constantes selon les études et varient notamment selon le régime, autre source de
variation du microbiote (Sadet-Bourgeteau et al. 2010). Une grande différence dans
'étude de Tajima et al. est 'absence de Proteobacteria retrouvées dans la phase
solide, contre 4,7% dans la phase liquide, ce qui se justifie par une plus grande activité
amylolytique et protéolytique dans la phase liquide (Tajima et al. 1999). Les variations
de pH ruminal influent également sur la population bactérienne. Ces variations sont
créees par des variations de régime. Lors d’une transition d’'un régime fourrage vers
un régime riche en concentrés, 'accumulation d’AGV synthétisés plus rapidement
provoque une diminution du pH qui, selon le degré de diminution, favorise la
prolifération des streptocoques, des lactobacilles et du genre Megasphaera qui
utilisent le lactate alors que le genre Butyrivibrio et les autres especes fibrolytiques
sensibles aux pH faibles proliférent moins, entrainant une diminution de la fibrolyse
(Jarrige et al. 1995). Une diminution de la taille des particules ainsi qu’'un défaut de
salivation entrainent également une baisse de pH. Un pH faible (inférieur a 7) inhibe
l'activité de B. fibrisolvens, dont I'activité est optimale pour un pH entre 7 et 7,2
(Lourenco et al. 2010). Une diminution du pH influence donc négativement la BH. C’est
ainsi que sous un régime contenant plus de 70 % de concentrés, les pourcentages
moyens d’hydrogénation pour I'AL et 'AAL passent respectivement sous les 60 et 70
% (Doreau, Chilliard 1997). L’alimentation a une forte influence sur les proportions des
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différents phyla. Classiquement, les rations les plus riches en fourrages (et par
définition pauvres en concentrés) résultent en une proportion de Firmicutes plus
importante tandis que les rations riches en concentrés favorisent les Bacteroidetes
(Sadet-Bourgeteau et al. 2010). Cela est un peu plus variable pour les Proteobacteria.
Au sein de la famille des Succinovibrionaceae, le genre Ruminobacter semble plutét
favorisé par une alimentation riche en fourrages et le genre Succinivibrio par une
alimentation riche en concentrés (Belanche et al. 2019). En effet, I'espéce
Succinivibrio dextrinosolvens est décrite comme amylolytique (Sadet 2008).

b. Influence de la teneur en AGPI

Les AGI ont un effet bactériostatique beaucoup plus important que les AGS (Lourengo
et al. 2010). En effet, de nombreux AGPI ont un effet toxique envers les micro-
organismes (Maia et al. 2007) et ont donc un impact sur la BH. Plus 'AG est insaturé,
plus la toxicité sur les micro-organismes est importante. La configuration stérique de
I'AG influe également sur cette toxicité, par exemple 'AAL est plus encombrant que
'AL. L’huile de lin, riche en AAL, inhibe ainsi davantage les bactéries fibrolytiques
comme B. fibrisolvens, F. succinogenes et Ruminococcus flavefaciens ainsi que la
production d’AGV que les autres huiles (Maia et al. 2010).

La BH, en diminuant la proportion d’AGPI, permet ainsi notamment la survie de B.
fibrisolvens face a 'AAL, souvent présent en plus grande quantité dans les fourrages.
Elle peut ainsi étre vue comme un processus de détoxification, en plus d'un
mécanisme d’obtention d’'un pouvoir réducteur. La toxicité peut s’expliquer de
plusieurs fagons, mais serait davantage due a une perturbation fonctionnelle des
bactéries que structurelle (Maia et al. 2010). Concernant la perturbation structurelle,
les doubles liaisons des AGPI altérent la forme des molécules en modifiant la bicouche
lipidique des membranes. D’aprés I'étude de Maia et. al (2010), il ne s’agirait pas de
la raison principale de la toxicité envers les bactéries. Une autre explication serait la
modification de la force proton motrice par la diffusion passive des AG libres a travers
les membranes, modifiant le potentiel membranaire en facilitant la fuite d’ions, a
I'origine de déséquilibres. Enfin, I'effet majeur serait métabolique. Dans cette méme
étude, tous les acyl-CoEnzymeA, exceptés I'acétoacétylCoA ont diminué de plus de
96% quand de 'AL a été ajouté au milieu. Parmi les groupes de Butyrivibrio, les
espéces les plus sensibles sont les productrices de butyrate via la butyrate kinase
plutdt que via [l'acylCoA transférase. Butyrivibrio hungatei et Butyrivibrio
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proteoclasticus sont tres sensibles a I'effet toxique des AGI (Doreau et al. 2012), et ce
davantage que le reste des Butyrivibrio et Pseudobutyrivibrio (Lourengo et al. 2010).
Une hypothése a cette différence de toxicité serait en effet I'activité butyrate kinase, le
butyrate étant leur principal produit de fermentation apres I'acétate (figure 27). B.
hungatei et B. proteoclasticus ont une activité butyrate kinase supérieure a 600 U/mg
de protéines tandis que les autres ont une activité plus faible (Paillard et al. 2007 ;
Lourenco et al. 2010). Les lactates exacerbent la toxicité de I'AL sur Butyrivibrio
proteoclasticum (Lourenco et al. 2010).

%  Butyrivibrio Produit
« proteoclasticus du 18:0

Croissance inhibée pour <200 pg/mL LA
Butyrate kinase > 600 U/mg

* Butyrivibrio
hungatei

Production de CLA,
~ acide vaccénique a
) partir d’AL

« Butyrivibrio
fibrisolvens and
Pseudobutyrivibrio
spp.

____Croissance non inhibée pour <200 pg/mL LA
. Butyrate kinase < 40 U/mg

Figure 27 : Relation entre la phylogénie, la formation des produits de BH de I'AL, la sensibilité a I'AL et
les mécanismes de formation du butyrate chez les Butyrivibrio (Lourengo et al. 2010)

D’aprés I'étude de Maia et. al de 2007, les bactéries fibrolytiques ne se développent
pas lorsque la quantité d’AGPI dépasse 50ug/mL (Maia et al. 2007). Les espéces les
plus résistantes sont les membres des genres Prevotella, Megasphaera,

Selenomonas, Veillonella et Anaerovibrio.

En définitive, I'écosystéme ruminal, qui est habité par une communauté bactérienne,
est soumis a de nombreuses variations qui dépendent principalement des conditions
physico-chimiques du milieu ruminal mais également de la nature des aliments qui y
parviennent. Si I'on s’intéresse aux lipides, ceux qui influent le plus sur le microbiote
sont les AGI et notamment les AGPI qui présentent une toxicité envers les micro-
organismes. La BH peut ainsi étre vu comme un mécanisme de défense visant a
minimiser les effets négatifs de ces AGPI sur les bactéries ruminales. Par ailleurs, plus
la ration est riche en fourrages et plus la BH est importante donc plus la proportion
d’AGPI a la sortie du rumen est faible. Enfin, sous un régime riche en fourrages, les
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quantités d’AG n-3, d’acide vaccénique et de CLA-cis9,frans11, soit les AG bénéfiques
en santé humaine, sont augmentées dans la viande et le lait (Lourenco et al. 2010).

Dans cette premiére partie, nous avons vu que la part de matieres grasses dans le
régime des ruminants est faible, et pourtant elles ont un réle essentiel sur le plan
nutritionnel a la fois de I'animal et des consommateurs. Des remodelages importants
ont lieu dans le grand compartiment qu’est le rumen, mais aussi au cours du long
parcours jusqu’a leur lieu de stockage final. Le microbiote bactérien ruminal réalise les
différentes réactions de transformation des AG alimentaires, et de fait impacte le profil
en AG retrouvé dans les différents tissus graisseux. Le but de notre étude est de
comprendre le lien entre les performances zootechniques d’agneaux soumis a deux
régimes, le profil en AG ruminaux et le microbiote bactérien. Nous nous sommes
demandé s’il existait des corrélations entre des AG ruminaux et certaines
communautés bactériennes. Nous avons également étudié la répartition de ces AG et
communautés bactériennes selon le régime. Un focus a été réalisé sur deux AG
majeurs, le C18:1trans10 et le C18:1trans11. Enfin, le gain moyen quotidien,
I'épaisseur de gras dorsal ainsi que I'épaisseur de muscle des agneaux en fin de
chaque phase alimentaire ont été mesurés et reliés aux proportions d’AG ruminaux et

d’espéces bactériennes.
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Partie 2: Performances zootechniques des ovins de I'étude
soumis a deux régimes, profils en AG et lien avec les bactéries
du rumen

) Présentation de I'étude

A) Présentation du projet dans lequel s’inscrit mon étude

L’étude que j’ai menée dans le cadre de ma thése s’inscrit dans un projet de I'Institut
National de Recherche pour I'Agriculture, I’Alimentation et 'Environnement (INRAE)
dont le but principal est de comprendre le lien entre I'activité des micro-organismes
présents dans le rumen, le métabolisme de I'héte et I'efficience alimentaire d’agneaux
males de race Romane. L’efficience alimentaire consiste a évaluer la quantité
d’aliments nécessaires pour obtenir une unité de produit animal (viande, ceuf, lait)
(Cantalapiedra-Hijar et al. 2020).

Plus spécifiquement, le projet vise a maintenir les productions ovines carnées tout en
limitant les intrants alimentaires, les rejets de polluants dans I'environnement et la
compeétition pour les ressources utilisées par ’'Homme. L'intérét de cette étude est
donc a la fois économique, le colt de I'alimentation par brebis représentant environ
70% des colts totaux en élevage ovin (Raineri et al. 2015), et environnemental, le rejet
de gaz a effet de serre issus des productions animales représentant 9 a 11% des gaz
a effet de serre rejetés totaux (Gerber et al. 2015).

B) Présentation de la race ovine Romane et du mode de sélection des individus
participant a I'étude

Mon étude s'’intéresse plus particulierement aux AG longs produits et transformés au
sein du rumen par l'intervention du microbiote.

Les agneaux participant a I'étude sont des agneaux méles de race Romane. lls font
partie de deux lignées sélectionnées de fagon divergente sur la consommation
résiduelle. La consommation alimentaire résiduelle correspond a la différence entre
l'ingestion réelle et I'ingestion théorique, autrement appelée « Residual Feed Intake »
(RFI). Une consommation résiduelle négative caractérise les animaux les plus
efficients et une consommation résiduelle positive les plus inefficients. Les lignées
divergentes permettent de maximiser les écarts entre animaux : il y a sélection des

« trés bons » (rfi -) et des « trés mauvais » (rfi +).
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Chaque année, l'unité expérimentale de La Sapiniere phénotype des agneaux
Romane pour leurs aptitudes bouchéres et leur consommation résiduelle. Dés 90 jours
d’age, soit aprés sevrage, les agneaux sont étudiés sur une période de 6 semaines
durant laquelle ils sont pesés (au début et a la fin du contréle) et échographiés (au
milieu et a la fin du contr6le) au niveau du muscle longissimus dorsi afin de mesurer
les épaisseurs de muscle et de gras dorsal. La Consommation Moyenne Journaliére
(CMJ) en concentrés est enregistrée grace a des distributeurs automatiques de
concentrés (DAC) présents dans chaque lot et offrant une alimentation ad libitum. Le
Gain Moyen Quotidien (GMQ) est calculé grace a ces mesures. La consommation
résiduelle, ou RFlI, critére d’efficacité alimentaire et de sélection génétique, est obtenue
par une régression linéaire. Il s’agit du résidu de la régression linéaire multiple de la
consommation par les différents facteurs de production : CMJ = y + a1 P%7% + a2, GMQ
+ azEpGrasDorsal + as EpMuscle + RFI.

D’autres informations concernant le comportement alimentaire sont fournies par le
DAC, a savoir la quantité de concentrés ingérée par visite, la durée des visites, le
nombre de visites par jour ainsi que l'intervalle de temps entre chaque visite.

Un index génétique est ainsi déterminé sur les animaux de I'étude sur la base des
performances des animaux et de leurs apparentés.

En 2013 et 2014, des males extrémes sur leur valeur génétique pour la RFI ont été
sélectionnés et croisés avec des brebis Romanes non sélectionnées, ce qui a donné
la premiere génération des lignées divergentes (2015-2016). Notre étude porte sur les
générations 2 (2017-2018) et 3 (2019-2020), issues respectivement des générations
1et2.

La brebis Romane, aussi appelée INRA 401, est issue d’'un croisement entre la race
Romanov, originaire de Russie, utilisée pour sa prolificité élevée, et la race Berrichon
du Cher, utilisée pour sa productivité bouchére (figure 28). La race combine ainsi ces

deux propriétés (France génétique Elevage - Romane 2015).

Figure 28 : Bélier Berrichon du Cher (gauche), brebis Romanov (milieu) = brebis Romane (INRA 401)
(droite) (France génétique élevage ; Geode)
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C) Présentation générale du protocole de I'étude réalisée sur les générations
issues de la sélection génétique

Les agneaux des G2 et G3 ont suivi le méme protocole de contréle individuel au DAC
que décrit précédemment. Autour de 10 semaines d’age, une centaine d’agneaux sont
allotis par 15 a 20 dans 5 a 8 enclos, avec un DAC par enclos (figure 29). Aprés 2
semaines d’adaptation, les différents facteurs zootechniques évoqués précédemment
sont mesurés pendant environ 6 semaines, durant lesquelles les moutons ont un
régime alimentaire 100% a base de concentrés. Suite a cette premiéere phase, autour
de 18 semaines d’age, il y a conservation d’une soixantaine d’agneaux sélectionnés
sur leur valeur génétique « extréme ». Une transition alimentaire est réalisée, avec un
passage a 24 semaines d’age a une alimentation constituée d’un tiers de concentrés
(= 700 g de concentrés) et deux tiers de foin de dactyle distribué grace a des
Distributeurs Automatiques de Fourrage (DAF), dont le principe est basé sur la pesée
en continu de I'auge dont I'accées est contrdlé par l'identification des animaux (figure
30). A chaque visite d’un individu dans le DAF, la quantité ingérée est déduite de
différences de pesées entre le début et la fin de la visite. La période de mesure au
DAF dure 6 semaines également. A I'issue de chaque période de contréle (DAC et
DAF), des prélevements de contenus ruminaux par sonde sont réalisés pour étudier
le microbiote et le métabolome, avec notamment les AG longs et volatils, par des
méthodes que nous allons détailler.

Pendant la phase DAC, le régime était constitué a 100% de concentrés commerciaux
contenant de la pulpe de betterave, du son de blé, de 'orge, du mais, des tourteaux
de colza et de tournesol ainsi que des granulés de luzerne. Pendant la phase DAF, les
concentrés étaient constitués d’'un mélange de blé, orge, son de blé et farine de colza.
Les compositions chimiques des aliments ont été déterminées selon les mesures de
I'Association des Chimistes Analytiques Officiels (Association of Official Analytical
Chemists 1998). La fibre détergente neutre a été déterminée selon les mesures de
Van Soest et al. (1991) (Van Soest et al. 1991). Les résultats des analyses sont
présentés dans le tableau 2. Les compositions en AG dans les concentrés et fourrages
des différentes phases sont détaillées dans le tableau 3.
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Tableau 2 : Composition chimique des aliments pour les années 2018, 2019 et 2020 (C = Concentré ;
F = Fourrages ; C1 = Concentrés de la phase 1 soit la phase d’alimentation 100% a base de concentrés ;
C2 = Concentrés de la phase 2 soit la phase d’alimentation avec 1/3 de concentrés et 2/3 de fourrages)

F_2019 F_2019 F_2020
(été) (automne) | (automne)

Matiére
seche
(g/kg)

Protéine 17,3 17,7 17,6 18,2 18,4 17,6 6,5 8,6 6,7 9,4
brute
Fibre brute 14,9 14,7 14,5 10,9 10 10,2 37,3 35,5 35,6 38,0

Graisse 1,9 3,4 2,5 4 0,35 3,6
brute

Tableau 3 : Pourcentages des principaux AG dans les aliments concentrés (CON) et fourrages (FOR)
en pourcentage des AG totaux, pour les années 2018, 2019 et 2020 ; Ph1 = Phase 1 soit la phase
d’alimentation 100% a base de concentrés, Ph2 = Phase 2, soit la phase d’alimentation avec 1/3 de
concentrés et 2/3 de fourrages

CON18-Ph1 CON18-Ph2 CON19-Phi CON19-Ph2 CON20-Phi CON20-Ph2  'Or-2018-  For-2013-  For-2020-

Ph2rep Ph2rep Ph2rep
% of total FA

C14:0 0.42 0.34 0.26 0.11 0.14 0.21 0.56 0.61 0.43
C16:0 32.30 21.73 25.91 21.42 18.94 19.17 26.17 18.23 19.93
C16:1t3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.78 0.88 1.09
C16:1c9 0.68 0.93 0.40 1.55 1.00 0.21 0.00 0.00 0.00
C18:0 8.02 4.94 5.14 4.02 2.19 1.85 5.83 5.13 5.48
C18:1c9 32.76 34.83 29.48 25.06 22.53 19.90 5.28 5.73 6.09
C18:1c11 2.08 2.79 1.99 2.33 2.48 1.21 0.41 0.68 0.59
C18:2n-6 19.34 29.37 31.91 39.51 47.68 51.77 14.10 11.55 14.34
C20:0 0.61 0.52 0.45 0.37 0.19 0.27 0.96 1.85 211
C18:3n-3 1.59 2.67 2.80 3.25 3.33 4.10 30.82 17.44 20.69
C20:1 0.64 0.62 0.56 0.32 0.61 0.59 0.00 0.00 0.00
C22:0 0.59 0.53 0.47 0.63 0.29 0.26 1.27 1.14 1.26
C24:0 0.62 0.49 0.44 0.89 0.42 0.25 3.91 1.78 2.14
Aldehyde-26:0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.10 21.42 14.92
C26:0 0.35 0.24 0.20 0.52 0.22 0.21 1.63 498 4.14
Aldehyde-28:0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.65 5.41 4.08
C28:0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.51 3.16 2.70
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

Il N’y a pas de différences entre la quantité d’AL et d’acide stéarique entre les deux
régimes pour les trois années cumulées. En revanche, le régime DAF comporte plus
d’AAL, de C26:0 et de C28:0 en plus de la présence de deux aldéhydes comptant 16
et 28 carbones dans le fourrage. A l'inverse, le régime DAC comporte plus d’AO. Le
profil en AG de I'aliment est un facteur a prendre en compte dans I'étude des variations

des profils en AG ruminaux.
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Figure 30 : Un distributeur automatique de fourrages
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Il) Matériel et méthodes

A) Prélévement de contenu ruminal et échantillonnage

Le prélevement de contenu ruminal se fait par aspiration a travers une sonde
cesophagienne via une pompe a vide (figure 31). L'animal est contenu de sorte a éviter
les blessures. Les moutons sont normalement a jeun depuis la veille au soir. La sonde
est rincée a I'eau chaude entre chaque animal et la pompe ne fonctionne qu’au
moment ou la sonde atteint le cardia, afin de limiter la contamination salivaire. Une fois
préleve, le contenu ruminal est identifié et échantillonné au sein d’'un microtube de 2
WL destiné au séquengage du géne codant 'ARN ribosomal 16S et d’un pot de 60 mL
pour I'analyse des AG longs du rumen par chromatographie en phase gazeuse (CPG).
Juste apres échantillonnage, les tubes destinés a I'analyse du microbiote sont placés
dans de I'azote liquide puis transférés dans un congélateur a -80°C. Les échantillons
destinés a l'analyse par CPG sont conservés dans de le glace carbonique puis

transférés dans un congélateur a -20°C.

Sonde cesophagienne ﬁ. ‘

Figure 31 : Prélevement de contenu ruminal a 'unité expérimentale P3R de Bourges (INRAE)

B) Analyse des AG longs par CPG
a. Préparation des échantillons

L’analyse des AG longs par CPG a été adaptée de la méthode de Sousa et al. (2013)
et menée au laboratoire de productions animales de la faculté de médecine vétérinaire
de Lisbonne (FMV Lisboa) (Sousa et al. 2013).
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Les échantillons de contenu ruminal ont d’abord été lyophilisés, et 250 mg de ce
contenu ont été introduits dans des tubes en verre sertis de bouchons en téflon afin
d’éviter I'évaporation des AG lors de l'incubation. A ces tubes ont été ajoutés 1 mL de
toluéne et 1 mL d'un standard interne d’acide nonadécanoique (C19:0) a la
concentration d’1 mg/mL dans de I’hexane. Les tubes ont ensuite été placés dans un
sonicateur pendant 10 minutes afin de favoriser la dissolution des composés
hydrophobes du lyophilisat dans les solvants apolaires. L'étape suivante est la
méthylation en deux temps : d’abord par catalyse basique puis acide, I'objectif étant
d’obtenir des esters méthyliques d’AG (EMAG). Pour cela, 2 mL de méthanolate de
sodium a 0,5 mol/L ont été ajoutés aux tubes, agités pendant 10 secondes puis placés
dans un bain-marie a 50°C pendant 15 minutes. Aprés refroidissement a température
ambiante, 3 mL d'une solution d’acide chlorhydrique a 1,25 mol/L dans du méthanol
ont été ajoutés dans les tubes. L'’ensemble a a nouveau été agité de fagon réguliere a
40 mouvements par minute dans un bain-marie a 80°C pendant 20 minutes. Aprés
refroidissement, 2 mL d’'une solution aqueuse de carbonate de potassium (K2CO3) a
6% ont été ajoutés. Cet ajout présente le double intérét de neutraliser I'échantillon et
de le séparer en deux phases, une phase aqueuse de densité supérieure, et une
phase organique contenant les EMAG, par la formation d’un précipité. Afin de protéger
les EMAG de l'oxydation, 2 mL de n-hexane contenant 25 mg/L d’hydroxytoluéne
butylé (BHT) ont été introduits dans les tubes. Ces derniers ont ensuite été agités puis
centrifugés a 350 g pendant 5 minutes a température ambiante afin de récupérer le
surnageant dans un nouveau tube contenant 0,5 g de sulfate de sodium anhydre. La
récupération du surnageant aprées ajout de n-hexane, agitation et centrifugation, a été
réalisée une seconde fois et le surnageant récupéré la deuxiéme fois a été ajouté au
premier, puis les tubes les contenant ont été agités. Le role du sulfate de sodium
anhydre est d’éliminer les potentiels résidus aqueux. La phase liquide a ensuite été
transférée dans des tubes en verre pour évaporation de I’hexane sous flux constant
de diazote a 37°C. A lissue de cette évaporation, le contenu des tubes a été re-
suspendu dans 1 mL d’hexane et transféré dans des flacons d’injection. L’'ensemble
des étapes est réesumé dans la figure 32.
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Figure 32 : Préparation des échantillons destinés a I'analyse des AG longs par CPG

b. Analyse chromatographique

Une fois les échantillons préparés, les EMAG ont été analysés par un chromatographe
Shimadzu GC 2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japon) équipé d’un détecteur a ionisation
de flamme. Les températures de I'injecteur et du détecteur étaient respectivement de
250°C et 280°C. Au cours du processus, une température de 50°C a été maintenue
pendant une minute puis augmentée progressivement de 50°C/minute jusqu’a 150°C,
maintenue a cette température pendant 20 minutes puis augmentée progressivement
de 1°C/minute jusqu’a 190°C puis de 2°C/minute jusqu’a 220°C et maintenue a cette
température pendant 40 minutes. La séparation a été réalisée sous flux constant
d’hélium a 1 ml/minute avec un split ratio de 50:1 ou de 100:1 selon la concentration
initiale des échantillons.

c. Intégration des échantillons

Les échantillons ont été intégrés a partir des temps de rétention obtenus par CPG
couplée a de la spectrométrie de masse (GC-MS) permettant une séparation efficace
des composés d’un échantillon et leur identification grace a leur rapport masse/charge.
Cette intégration a été réalisée a I'aide du logiciel GCsolution (Shimadzu, Kyoto,
Japon). Les aires obtenues ont été corrigées en fonction de la réponse relative
obtenue a partir de dilutions en série de standards de concentration connue ramenée

a la réponse de l'acide gras le plus concentre, a savoir I'acide stéarique (C18:0). Les
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réponses relatives obtenues sont d’autant plus proches de 1 que le nombre de
carbones du methyl-ester d’AG dosé est proche de la référence choisie, avec une
réponse relative plus faible pour un nombre inférieur de carbones et une réponse plus
forte pour un nombre plus élevé de carbones du fait de la différence de polarité entre
les différentes molécules. Entre l'ester d’acide laurique (C12:0) et I'ester d’acide
montanique (C28:0), les réponses relatives sont comprises entre 0,93 et 1,06 donc les
coefficients de correction, qui sont I'inverse des réponses relatives sont compris entre
1,08 et 0,94. C’est ainsi qu’un coefficient de correction de 1, équivalent a la moyenne
des coefficients de correction, a été appliqué pour les esters méthyliques d’acides gras
dont nous ne disposions pas de standard. Une fois les aires corrigées obtenues, les
concentrations des différents EMAG dans I'échantillon initial ont été déterminées par la
formule Cx = (Ax/ Asi ) X Csiavec Cx et Csjles concentrations de 'TEMAG et du standard
interne (C19:0) et Ax et Asj leurs aires respectives.

C) Analyse de la communauté microbienne ruminale par séquencage du
géne codant I’ARNr 16S

a. Extraction et amplification

Une fois prélevés, les échantillons de contenu ruminal destinés au séquengage du
géne codant 'ARNr 16S ont été stockés a -80°C jusqu’a l'extraction de I'ADN
conformément au kit « ZR-96 Soil Microbe DNA Kit » (Zymo Research, Irvine, Etats-
Unis d’Amérique). L’ADN purifié a ensuite subi diverses dilutions et centrifugations
avant d’étre amplifieé. L’amplification du géne codant ’'ARN 16S pour identification des
bactéries ruminales s’est faite avec les amorces suivantes :
CTTCCCTACACGACGCYCYYCCGATCTGTGYCAGCMGCCGCGGTA (Forward) et
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCCGYCAATTCMTTRAGT (Reverse).

Une fois la polymérisation réalisée, la présence d’ADN a été veérifiee par
électrophorése sur gel d’agarose avec tampon TBE (Tris, Borate, EDTA). La présence
d’'une bande de migration dans tous les échantillons et d’'une absence de bande pour
le témoin négatif a permis de valider I'amplification. Les échantillons amplifiés, ou
amplicons, ont ensuite été ajoutés a une plateforme de séquencage GeT-PlaGE ou
une deuxiéme amplification a été réalisée en utilisant des amorces présentant une
séquence-étiquette différente pour chaque puits, permettant de marquer chaque

échantillon. A l'issue de cette seconde amplification, les échantillons ont été groupés
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et séquencés en une seule fois sur un séquenceur Miseq (lllumina, San Diego, Etats-
Unis d’Amérique).

b. Traitement bio-informatique
b.1.: Pré-traitement

Le séquencage permet d’obtenir des lectures d’environ 250 nucléotides qui ont été
traitées a I'aide du logiciel FROGS (Find Rapidly OTUs with Galaxy Solution) (Escudié
et al. 2018). FROGS est un logiciel développé par 'INRAE de Toulouse et Sigenae
permettant de produire une table d’abondance des OTUs avec leur affiliation
taxonomique (Falentin et al. 2019). Une OTU (Operational Taxonomic Unit) est une
unité taxonomique opérationnelle permettant de regrouper des séquences présentant
un certain pourcentage de similarité ou de divergence d’aprés les bases nucléiques
qui les composent. L’affiliation taxonomique des OTUs 16S est généralement bien
précise jusqu’au niveau du genre et parfois jusqu’a I'espéce (Falentin et al. 2019).
Les lectures obtenues grace aux amorces « Forward » et « Reverse » ont été jointes
pour former des séquences plus longues, par recoupement. La longueur totale de la
séquence, entre 400 et 500 nucléotides, équivaut ainsi a la somme des longueurs des
fragments amputée de la zone de superposition. Cette étape, que I'on nomme
déréplication, permet de regrouper toutes les séquences identiques et de compter le
nombre d’occurrences de la séquence. Ensuite, les séquences dérépliquées ne
contenant pas les bonnes amorces, celles contenant des nucléotides ambigus ou
celles ne présentant pas la bonne longueur (trop courtes ou trop longues) ont été
éliminées.

b.2. : Clustering

Vient enfin I'étape dite de clusterisation. Les séquences sont regroupées selon leur
degré d’identité. Une approche classique est de considérer une séquence comme le
centroide d’'une unité taxonomique opérationnelle (OTU) et de comparer les autres
séquences a celle-ci en considérant un seuil global de différence, t, a partir duquel la
séquence sera rejetée de 'OTU (figure 33a). Ce seuil est généralement de 3% lorsque
les OTU se veulent représentatives d’especes mais quelques auteurs préconisent de
le réduire a 1%. Le principal défaut de cette méthode est I'absence de réévaluation du
centroide qui rend la clusterisation sensible au choix de la premiére séquence. On voit

sur la figure 33a que deux séquences trés proches peuvent étre placées dans deux

73



OTUs différentes avec cette méthode. La méthode utilisée dans le logiciel FROGS est
appelée SWARM (Mahé et al. 2014). Elle considére les amplicons comme des
éléments appartenant a un espace et définit les distances entre deux séquences par
le nombre de nucléotides qui difféerent entre les deux (figure 33b). Une OTU est créée
a partir de la premiére séquence, puis toutes les séquences présentant moins de d
différences sont agglomérées au cluster et deviennent des nouveaux points de départ.
Comme la séquence choisie comme point de départ ne reste pas nécessairement au

centre du cluster, cette méthode est indépendante du tirage initial.

d b

Figure 33 : (a) Méthode de clustering reposant sur la définition d'un centroide et de seuils
d'apparentement ; (b) Méthode Swarm reposant sur I'exploration d’un espace d’amplicons (Mahé et al.
2014)

Ainsi, en considérant les possibles erreurs de séquengage et les mutations
ponctuelles, un cluster et donc une unité taxonomique opérationnelle correspond a

une espece bactérienne.

b.3. : Nettoyage des chiméres

Une étape importante est I'élimination des chiméres, formées au cours du processus
de polymérisation lorsqu’un fragment d’ADN issu d'une réplication avortée sert
d’amorce au cycle suivant. Une séquence chimérique se forme ainsi lorsque la
séquence en cours d’élongation se détache de sa matrice et se ré-hybride a un brin
matrice différent lors des cycles suivants (figure 34).
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Figure 34 : Schéma explicatif de la chimérisation lors d’une polymérisation en chaine

Une chimeére contient ainsi une partie de séquence appartenant a une espéce A et une
partie de séquence appartenant a une espéce B. Pour les éliminer, le logiciel FROGS
procéde a une validation croisée grace a la fonctionnalité VSEARCH. Une séquence
sera considérée chimérique uniquement si les fragments composants I'hybride et
identifiés a l'aide d’'une base de données faisaient aussi partie de I'échantillon
(Escudié et al. 2018; Falentin et al. 2019).

b.4. : Filtration

A l'issue de la construction des OTUs, I'étape de filtrage sert & éliminer les clusters
selon leur abondance. En effet, les OTUs de faible abondance sont majoritairement
des chiméres ou des lectures avec des erreurs de séquencage (Falentin et al. 2019).
Bokulich et ses collaborateurs recommandent I'utilisation d’'un seuil a 0,005% du total
des séquences pour déterminer les clusters qui seront laissés de cbtés et considérés

artéfactuels (Bokulich et al. 2013).

b.5. : Assignation taxonomique

Les clusters ainsi formés sont affiliés grace aux données taxonomiques contenues
dans la banque de séquences Silva (version 132). Silva est une des banques de
référence d’ARNr 16S les plus riches et est mise a jour tres frequemment (Falentin et
al. 2019).

A Tlissue de ce processus, on obtient une table d’abondance d’OTUs par échantillon.
La quantité de séquences obtenues par échantillon est variable et dépend des
caractéristiques de celui-ci. Par exemple, la contamination salivaire lors des
prélevements ruminants est source de variations.

La figure 35 résume les différentes étapes de traitement bioinformatique.
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Figure 35 : Représentation schématique du pipeline bioinformatique appliqué aux données de
séquencage

D) Méthodes d’analyse des profils en AG ruminaux
a. Pourcentage de biohydrogénation

Pour évaluer 'avancée de la BH, soit le pourcentage de BH, nous avons utilisé la

formule suivante, d’aprés Francisco et al. :

18 : Or
BC(%) = 100
(%) <(c9. 18 : 1d — ¢9,18 : 1r) + (18 : 2n6d — 18 : 2n6r) + (18 : 3n3d — 18 : 3n3r) + 18 : 0d>x

avec 18:0r le pourcentage de 18:0 parmi les C18 totaux, ¢9,18:1d/r, 18:2n6d/r et
18:3n3d/r les pourcentages respectivement de C18:1¢9, C18:2n-6 et C18:3n-3 dans
I'aliment ou dans le rumen parmi les C18 totaux ; 18:0d le pourcentage de C18:0 dans
I'aliment parmi les C18 de I'aliment (Francisco et al. 2019).

b. Sélection des extrémes trans10 et trans11

Pour les trois années étudiées, 161 moutons sont passés au DAF apres avoir passés
I'étape du DAC. Nous avons ainsi réalisé deux prélévements sur ces moutons, a l'issue
de chaque phase. Sur ces 161 individus, nous avons sélectionné les extrémes pour
les deux AG ruminaux d’intérét, le C18:1trans10 et le C18:1frans11, sous les deux
régimes (figures 36 et 37). Pour chacun des régimes, deux groupes ont été mis en
évidence : le groupe 1 qui regroupe les individus présentant une forte proportion de
trans10 dans le rumen par rapport aux autres, et le groupe 2 qui regroupe ceux ayant
une forte proportion de frans11 par rapport aux autres. Le seuil de sélection de ces

extrémes a été fixé au troisieme quartile. Le groupe 1 comprend les individus dont la
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proportion de trans10 est supérieure a 18,3 et le groupe 2 comprend les individus dont

la proportion de trans11 est supérieure a 3,75. On exclut les individus qui

appartiennent aux deux groupes (figure 36).
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Figure 36 : Proportion de trans10 en fonction de celle en trans11 sous DAC pour les 161 moutons
ayant subi 2 prélevements et sélection des extrémes

Nous avons effectué la méme sélection d’extrémes sous DAF (figure 37).
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Figure 37 : Proportion de trans10 en fonction de celle en trans11 sous DAF pour les 161 moutons
ayant subi 2 prélevements et sélection des extrémes
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D) Méthodes d’analyses des données sur R studio

a. Analyse en Composante Principale (ACP)

Différentes Analyses en Composante Principale (ACP) ont été réalisées avec la
fonction pca() du package mixOmics sur R studio. L'ACP permet de résumer
l'information contenue dans un jeu de données en variables synthétiques appelées
composantes principales. Ces composantes maximisent la variabilité du jeu de
données de maniere simple, sur 2 ou 3 axes. Les cercles de corrélation des variables

les plus discriminantes ont été réalisés en utilisant un seuil de 0,7.

b. PLS-DA

La régression des moindres carrés partiels (PLS) combine les caractéristiques de
I'ACP et de la régression multiple. Elle est souvent utilisée lorsque I'on veut prédire un
ensemble de variables dépendant d’'un nombre important de variables explicatives. La
PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant Analysis) est une extension de la
régression PLS dédiée a la prédiction d’'une variable qualitative. Son utilisation s’est
faite via la fonction plsda() du package mixOmics.

c. SPLS

Cette méthode permet de mettre en relation deux groupes de variables quantitatives.
La fonction utilisée est sPLS() du package mixOmics. On peut ainsi réaliser un réseau
montrant les plus fortes corrélations entre les variables d’un groupe et celles d’'un autre
groupe. Les seuils ont été choisis en fonction de la corrélation maximale afin de
présenter les corrélations principales mises en évidence.

A Tl'issue des sPLS, des matrices de corrélation ont été réalisées via la fonction
nertwork() du package mixOmics. Nous avons gardé uniquement les clusters dont les
proportions sont supérieures a 10% du total, les corrélations supérieures en valeur
absolue a 0,3 et dont la p-valeur corrigée pour les tests multiples par la méthode FDR
(False Discovery Rate) est significative, soit supérieure a 0,05.

Enfin, assez classiquement, des tests de Student ont été réalisés, avec un seuil de

confiance a 95%.
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) Résultats

A) Proportions des principaux taxons comparées sous les deux régimes

Quel que soit le régime, les deux phyla prédominants sont les Firmicutes et les
Bacteroidetes, avec un rapport Bacteroidetes/Firmicutes de 51/46 sous le régime DAC
contre 46/52 sous le régime DAF (figure 38). La consommation de fourrages entraine
ainsi une légére augmentation de la proportion de Firmicutes (p-valeur = 7,6.10711),
méme si les proportions des deux phyla principaux sont a peu prés équivalentes. Le
phylum des Actinobacteria est le troisieme phylum majoritaire sous le régime DAC,
bien que nettement inférieur aux deux premiers, avec une proportion de 2%. On

répertorie 15 phyla au total.

2%

[ Firmicutes
I Bacteroidetes

I Actinobacteria

Figure 38 : Proportion des phyla sous le régime DAC (gauche) et DAF (droite) pour les trois années
de I'étude. Phyla non représentés dans la légende et de proportions faibles : Planctomycetes,
Verrucomicrobia, Fusobacteria, Proteobacteria, Synergistetes, Lentisphaerae, Tenericutes,
Cyanobacteria, Fibrobacteres, Spirochaetes, Chloroflexi, WPS_2

En paralléle de la diminution des Bacteroidetes et de 'augmentation des Firmicutes
sous le régime a base de fourrages, la proportion de la seule classe du premier phylum
diminue de 51% a 46% (p-valeur = 2,8. 109) et celle des Clostridia, classe majoritaire
des Firmicutes, augmente de 38% a 47% (p-valeur = 7,7. 1071°), respectivement du
régime DAC au DAF (figure 39). Trois autres classes ont une proportion supérieure a
2% sous le régime DAC, il s’agit des Coriobacteriia (2%) appartenant au phylum des
Actinobacteria, des Negativicutes (4%) et des Erysipelotrichia (4%), tous deux
appartenant au phylum des Firmicutes. Seule la proportion des Negativicutes reste a
peu prés stable sous le régime DAF (5%), les autres diminuant. La derniére classe des
Firmicutes, soit celle des Bacilli, a une proportion inférieure a 1%.
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Figure 39 : Proportion des différentes classes sous le régime DAC (gauche) et DAF (droite) pour les
trois années de I'étude. Classes non représentées dans la légende et de proportions faibles :
Planctomycetacia, Verrucomicrobiae, Fusobacteriia, Bacill, Gammaproteobacteria, Synergistia,
Lentisphaeria, Mollicutes, Melainabacteria, Deltaproteobacteria, Fibrobacteria, Spirochaetia,
Anaerolinea, unknown_class

La classe des Bacteroidia, appartenant au phylum des Bacteroidetes tout comme les
quatre classes appartenant au phylum des Firmicutes, n'ont qu'un seul ordre pour
représentant. On retrouve donc logiquement les mémes proportions de Bacteroidales,
Clostridiales, Selenomonadales et Erysipelotrichales que celles respectivement des
Bacteroidia, Clostridia, Negativicutes et Erysipelotrichia sous les deux régimes.
Intéressons-nous maintenant aux familles des deux principales classes de bactéries.
Chez les Bacteroidales, onze familles ont été répertoriées dans nos échantillons, avec
une trés nette majorité de Prevotellaceae (97% sous le régime DAC, 72% sous le
régime DAF ; p-valeur = 2,4. 10~%°). Le recul des Prevotellaceae sous le régime a base
de fourrages se fait notamment au profit de la famille FO82 qui passe de 1% a 14%

sous le régime DAF (p-valeur = 4,1. 1077°) (figure 40).
&=

™ prevotellaceae

I F082

I Bacteoidales_BS11_gut_group
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Figure 40 : Proportion des différentes familles au sein de I'ordre des Bacteroidales sous le régime
DAC (gauche) et DAF (droite) pour les trois années de I'étude. Familles non représentées dans la
légende et de proportions faibles : Marinilabiliaceae, p_2534 1885 gut group, unknown_family,
Bacteroidetes BD2 2
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Chez les Clostridiales, la famille majoritaire sous le régime DAC est celle des
Lachnospiraceae (64%), elle diminue significativement au profit des
Christensenellaceae sous le régime DAF, qui représente 39%. La deuxieme famille
majoritaire est celle des Ruminococcaceae, aussi bien sous le régime DAC (29%) que
sous le régime DAF (36%) (figure 41).

Lachnospiraceae
I Ruminococcaceae
Christensenellaceae
I Family_XiIl
I Eubacteriaceae

Figure 41 : Proportion des différentes familles au sein de I'ordre des Clostridiales sous le régime DAC
(gauche) et DAF (droite) pour les trois années de I'étude. Familles non représentées dans la légende
et de proportions faibles : Clostridiales _vadinBB60_group, vadinBE97, Clostridiaceae 1,
Gracilibacteraceae, Defluviitaleaceae

Les trois genres les plus représentés sous le régime DAC sont les genres Prevotella_1
(23%), Prevotella_7 (21%) et le groupe des Lachnospiraceae_NK3A20 (12%). Sous
le régime DAF, il s’agit du genre Prevotella_ 1 (22%) et des groupes
Christensenellaceae_R7 (18%), Rikenellaceae_RC9_gut (9%) et
Ruminococcaceae_NK4A214 (6%). Tous les autres genres représentent moins de 3%
des genres totaux. Enfin, tres peu d’'OTU ont pu étre affiliées jusqu'au rang
taxonomique de I'espece.

B) Répartition des AG au sein du rumen sous les deux régimes et facteurs de
variations de cette répartition

a. Analyse descriptive des proportions d’AG

Nous avons travaillé a partir de pourcentages d’AG. La figure 42 montre 'ACP réalisée
sur les pourcentages d’AG ruminaux (en pourcentages d’AG ruminaux totaux). Les
deux premiéres composantes de 'ACP permettent de représenter 88% de la variation
du jeu de des données. La coloration des régimes (DAC ou DAF) permet d’affirmer
que le régime est un facteur majeur de variation des profils en AG. De plus, nous
pouvons voir que les pourcentages d’AG sont plus dispersés sous DAC, ce qui

suggeére que les proportions d’AG ruminaux sont moins variables au DAC qu’au DAF.
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Figure 42 : Analyse en Composante Principale des AG ruminaux selon le régime

Afin de voir les AG les plus discriminants, nous avons tracé le cercle des corrélations

qui discrimine clairement les régimes (figure 43).
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Figure 43 : Cercle de corrélation des AG sous les deux régimes avec un seuil de 0,7

Les AG les plus explicatifs entre les deux régimes sont le C18:0, le C18:1frans10, le
C18:2trans10,cis15, le C18:2trans11,cis15 et le C18:2n-6. Le régime DAC semble
favoriser les AGI tandis qu'il s’agit des AGS pour le régime DAF.
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Nous nous sommes intéressés aux proportions d’AG par régime, en les regroupant
par classes. Nous retrouvons ainsi les AGS, AGMI, AGPI et les AG d’origine

microbienne (figure 44).

Répartition des différentes classes d'AG en % d'AG totaux

Produits de synthése microbienne
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Figure 44 : Répartition des classes d’AG (en % d'AG totaux) dans le rumen sous les deux régimes

Nous pouvons voir que sous le régime DAF, la proportion d’AGS est de 70% en
pourcentage d’AG totaux, contre 56% sous le régime DAC (p-valeur = 2,1.107°), et
celle d’AG d’origine microbienne est de 10%, contre 7% sous DAC (p-valeur = 0,031).
La proportion d’AGMI est supérieure sous le régime DAC (30% contre 10%, p-valeur
= 0,0066) et celle d’AGPI est sensiblement équivalente et faible (autour de 6%). En
détaillant cette derniére classe (figure 45), nous pouvons voir que la proportion des
AG d’origine microbienne sous le régime DAF est toujours significativement supérieure
a celle du régime DAC, sauf les AG oxo-C18:0 et DMA-C18:1c¢is9. On voit ainsi que
les AG ramifiés sont plus abondants sous le réegime DAF. D’aprés une analyse du foin
de dactyle réalisée par une chercheuse de la faculté de Lisbonne pour étayer son
hypothése, les proportions de DMA-C26:0 et DMA-C28:0 sous DAF seraient dues a la
nature du fourrage. Cela est en effet cohérent avec les aldéhydes identifiés dans le
foin de dactyle (tableau 2).
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Acides gras d'origine microbienne sous les deux régimes

DMA-C28_ 0 s *** D-valeur = 1,11.10734
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Figure 45 : Pourcentages d’AG d'origine microbienne (en pourcentages d'AG totaux) sous les deux
régimes

b. Pourcentage de biohydrogénation

Comme nous avons pu le voir plus haut, la quantité d’AGS est la plus importante sous
le régime DAF, ou la BH est donc plus compléte. Pour évaluer I'avancée de la BH,
nous avons calculé les pourcentages de BH sous les deux régimes. Les résultats sont

présentés dans le tableau 4 et la figure 46.

Tableau 4 : Pourcentage de BH sous les deux régimes

Moyenne Ecart type Maximum Minimum
DAC 62,2 % 16,3% 90,8 % 15,4 %
DAF 89,4 % 2,1% 95,3 % 83,7 %

Pourcentages de BH

100

.
» R

*** p_valeur = 2,0. 10768

1
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Figure 46 : Représentation graphique des pourcentages de BH sous les deux régimes
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Le pourcentage moyen de BH est significativement plus élevé sous le regime DAF que
sous le régime DAC (p-valeur = 2,0. 107%%).

Nous pouvons également voir que les pourcentages de BH sont beaucoup plus
dispersés sous le régime DAC que sous le régime DAF, avec une valeur minimale de
15,4% sous DAC contre 83,7% sous DAF. L’hypothése principale réside dans
I'absence de fermeture des DAC en 2019 avec ainsi des moutons ayant eu accés a
de la nourriture plus longtemps que les autres années. Ceux qui ont mangé plus tard
ont un pourcentage de BH plus faible, car le temps pour la réaliser a été réduit, ce qui
peut expliquer les écarts importants sous le régime DAC. La figure 47 montre la forte
dispersion des pourcentages de BH sous le régime DAC en 2019, ce qui conforte notre

hypothése.
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Figure 47 : Pourcentages de BH au DAC en 2018, 2019 et 2020

Pour étudier les AG les plus corrélés au pourcentage de BH, nous avons réalisé une
sPLS pour discriminer les pourcentages de biohydrogénation a partir des acides gras
ruminaux (figure 48). Pour le régime DAC, de fortes corrélations ont été mises en
évidence, un seuil de 0,7 a été fixé. Pour le régime DAF, il n’existe aucune corrélation
supérieure a 0,46. Pour les représenter, nous avons fixé un seuil de 0,3 mais il ne

s’agit ainsi pas de fortes corrélations.
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Figure 48 : réseaux des AG les plus corrélés au pourcentage de BH sous le régime DAC (gauche) et
DAF (droite) selon la méthode sPLS (seuil = 0,7 a gauche ; 0,3 a droite)

Sous DAC, il était attendu de trouver une corrélation fortement positive (proche de 1)
entre le taux de BH et la concentration en C18:0 qui se trouve au numérateur de la
formule, ce résultat n’est donc pas interprétable. Nous ne nous intéressons qu’aux
résultats impliquant des AG ne se trouvant pas dans la formule permettant de calculer
le pourcentage de BH.

Une corrélation fortement négative a été mise en évidence avec le C18:1frans10. La
BH semble donc s’arréter au C18:1frans10 lorsque cette voie est favorisée. D’autres
corrélations, un peu moins fortes, sont visibles. Nous avons une corrélation positive
avec le C20:0 et deux corrélations négatives avec le C18:2tt et les C18:2trans10,cis15
ou trans11,cis15. Ces deux derniers AG ont été précédemment décrits comme
discriminants entre les deux régimes (figure 43), dont I'abondance relative est
favorisée par le régime DAC. Enfin, comme nous l'avons vu plus haut, les
pourcentages de BH sous DAF sont assez peu dispersés et proches d’'une valeur
haute de 90%. Cela pourrait expliquer I'absence de corrélation avec des AG en
particuliers, tous contribuant sans différenciation a un fort pourcentage de BH.

c. Formation de trans10

Nous nous sommes particulierement intéressés aux proportions de deux AGMI
majeurs que sont le C18:1trans10 et C18:1trans11 ainsi qu’au phénomeéne de « trans-
shift », a savoir la déviation de la voie majoritaire conduisant a la formation de frans11,
au profit de celle conduisant a la formation de frans10. Le C18:1trans10, décrit dans
la figure 43 comme un AGMI discriminant, présente une proportion largement
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supérieure sous un régime a base de concentrés que sous un régime a base de
fourrages (13% contre 0,31%). Celle de C18:1frans11 est quant a elle assez stable
(3,4% sous DAC contre 2,7% sous DAF), ce qui engendre une différence de ratio
trans10/trans11 entre les deux régimes (p-valeur = 1,6.10733) (figure 49).

Répartition t10/t11 selon le régime
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Figure 49 : Proportions de C18:1trans10 et C18:1trans11 en fonction du régime

Le ratio trans10/trans11 ruminal permet d’évaluer le degré de déviation des voies de
BH. En pratique, il varie de 0,1 a 20. Il est généralement inférieur a 0,3 chez des
animaux nourris a base de fourrages (Bessa, Alves, Santos-Silva 2015). Ici, il est en
moyenne de 5,7 sous DAC contre 0,12 sous DAF.

La sélection des individus extrémes montre que sous le régime DAC, le groupe 1
comprend 35 individus et le deuxieme 34. Le détail des échantillons est présenté dans

le tableau 5.

Tableau 5 : Détail des deux groupes extrémes (Groupe 1 : trans10 / Groupe 2 : trans11) sous DAC

Année Lignée
6 en 2018 15 rfi +
Groupe 1 28 en 2019 20 rfi -
1 en 2020
14 en 2018 16 rfi +
Groupe 2 17 en 2019 18 rfi -
3 en 2020

Nous voyons que I'année 2020 est peu représentée par des extrémes et que le groupe
1 comporte une majorité d’échantillons de 2019. Concernant les lignées, elles sont

assez équitablement représentées.
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Le pourcentage moyen de BH du groupe 1 est de 37,7% contre 70,0% pour le groupe
2 (p-valeur = 3,4.10712). Dans le groupe 2, les individus qui ont le plus faible
pourcentage de BH sont ceux qui présentent une proportion de trans10 assez proche
du troisieme quartile (18,3). On retrouve ainsi la corrélation négative entre la BH et la
proportion de trans10. Nous pouvons expliquer 'abondance d’échantillons en 2019
par la variabilité de durée de mise a jeun par rapport aux deux autres années. Les
individus ayant une durée de mise a jeun courte sont surreprésentés.

Sous le régime DAF, le groupe 1 comporte 26 individus, et le groupe 2 en contient 28.
La zone de chevauchement entre les deux groupes est plus importante que sous DAC
(figure 37). Il y a donc davantage d’individus qui produisent beaucoup de frans11
lorsqu’ils produisent beaucoup de trans10. Le détail des échantillons est présenté dans

le tableau 6.

Tableau 6 : Détail des deux groupes extrémes (Groupe 1 : trans10 / Groupe 2 : trans11) sous DAF

Année Lignée
18 en 2018 16 rfi +
Groupe 1 8 en 2019 10 rfi -
24 en 2019 14 rfi +
Groupe 2 4 en 2020 14 rfi -

Les deux groupes ont un pourcentage de BH moyen de 89,4% (groupe 1) et 88,5%
(groupe 2) mais ils ne sont pas significativement différents (p-valeur = 0,110).

On voit que sous DAC, le groupe 2 est le plus dispersé (figure 36) tandis qu’il s’agit du
groupe 1 sous DAF (figure 37). Nous avons cherché a étudier ce qui pouvait distinguer
les deux groupes dans les deux régimes.

c.1. : Effet individu

Pour voir s’il existe un effet individu a la sensibilité au « trans-shift », autrement dit si
les individus qui présentent une forte proportion de trans10 sous le régime DAC
conservent cette particularité sous DAF, nous avons regardé si des individus se
retrouvaient dans les groupes 1 sous DAC et DAF. Nous avons qualifié ces
individus de sensibles. Les individus que 'on a nommeé résistants sont au contraire
ceux qui se retrouvent dans le groupe 2 des deux régimes. Certains individus se
retrouvent dans deux groupes différents sous DAC et DAF, nous les avons qualifiés

de mixtes (tableau 7).
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Tableau 7 : Nombres d'individus sensibles, résistants et mixtes face a la production de trans10

Individus sensibles Individus résistants Individus mixtes
8 6 13

Les proportions de frans10 et trans11 des forts producteurs de trans11 (individus
résistants) sont présentées dans le tableau 8.

Tableau 8 : Proportions de trans10 et trans11 des individus résistants

t10 t11 t10 t11

194369 5,8 4,6 0,21 3,2
194401 4,6 4,2 0,28 3,4
194416 4,7 11,2 0,24 3,2
194461 6,9 7,3 0,31 3,4
194467 8,5 5,0 0,29 3,1
194531 12,3 14,0 0,26 3,2

Ainsi, 27 individus sont dans deux groupes, et environ la moitié de ces individus
change de groupe en changeant de régime, ce qui laisse supposer une sorte de
hasard et ne permet pas d’affirmer qu’il y a un effet individu dans la résistance au
trans-shift. Les 6 individus forts producteurs de trans11 sous DAC et DAF ont une
proportion de frans11 assez équivalente sous DAF et proche de la proportion
maximale (3,7) tandis que les proportions sont plus dispersées sous DAC avec des
valeurs entre 4,2 et 14,0, (pour une valeur maximale de 20,7).

c.2. : Effet du microbiote

Nous avons cherché a comparer le microbiote ruminal des individus des deux groupes.
Pour cela, nous avons réalisé une PLS-DA pour discriminer les groupes 1 et 2 a partir
des genres bactériens (figure 50).

&9



Plotindiv Plotindiv

Legend
e 1
2

X-variate 2: 5% expl. var
X-variate 2: 9% expl. var

o 5 0 5 ‘ 5 0 5 0
X-variate 1: 13% expl. var X-variate 1: 11% expl. var

Figure 50 : PLS-DA des genres bactériens permettant de discriminer les groupes des extrémes
trans10 (groupe 1) et trans11 (groupe 2) sous DAC (gauche) et DAF (droite)

Les deux premiéres composantes de variables explicatives des variables « groupes »
permettent de représenter 18% de la variation du jeu de données sous le régime DAC
et 20% sous le régime DAF.

Sous le régime DAC, on retrouve plus de dispersion dans le groupe 2 que dans le
groupe 1, ce qui était déja le cas sur le graphique représentant les extrémes, avec
davantage de dispersion chez les extrémes frans11 que chez les extrémes frans10
(figure 36).

D’apreés le cercle des corrélations (figure 51) sous DAC, le groupe 1 se caractérise par
une abondance relative plus importante de Prevotella_7 et le groupe 2 se caractérise
par une abondance relative plus importante de Rikenellaceae_ RC9 _gut group et
Prevotella_1. Sous DAF, le groupe 2 se caractérise par une abondance relative plus
importante de Ruminococcus 1 et Lachnospiraceae_AC2044_group.
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Figure 51 : Cercle des corrélations des genres microbiens avec un seuil de 0,7 sous DAC (gauche) et
DAF (droite)
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En définitive, les individus qui produisent plus de trans10 générent globalement plus
de frans et moins de saturés que ceux les forts producteurs de trans11, la BH semblant
s’arréter a la production de trans10. Les individus qui biohydrogéenent le plus ont de
fait une faible proportion de frans10. Sous le régime DAF, aucun individu ne présente
une forte proportion de frans10 sans avoir une forte proportion de frans11, ce qui peut
expliquer I'absence de différence de pourcentage de BH entre les deux groupes. Nous
n‘avons pas mis en évidence d’effet individu sur la résistance au trans-shift.
Concernant le microbiote, le genre Prevotella_7 semble étre associé a une forte
proportion de trans10.

d. Facteurs de variation de la proportion et de la nature des AG ruminaux

d.1. : Effet lignée

Nous nous sommes interrogés sur I'existence d’'un effet lignée sur la proportion et la
nature des AG dans le rumen. Les deux premieres composantes de 'ACP sur les
pourcentages d’AG ruminaux (en pourcentages d’AG ruminaux totaux) sous le régime
DAC permettent de représenter 93% de la variation du jeu de des données, tandis
qu’au régime DAF elles représentent 87% de la variation.

La coloration des lignées (rfi + ou rfi -) semble montrer que la lignée n'est pas un
facteur majeur de variation des profils en AG quel que soit le régime considéré (figure
52).
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Figure 52 : Analyses en composante principale des AG ruminaux en fonction de la lignée
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d.2. : Sources de variation du pourcentage de BH en dehors du régime

d.2.1. : Durée de mise a jeun et effet année

L’évaluation de cet effet a été facilité par un oubli de fermeture des DAC en 2019 et
donc un accés a volonté a la nourriture avant prélévements, générant des écarts
importants de durée de mise a jeun avant les prélévements entre les trois années. Une
analyse anova des pourcentages de BH sous le régime DAC en fonction de la durée
de mise a jeun avant prélévement des contenus ruminaux et de l'année de
prélévement montre une trés forte influence de I'effet année (p-valeur = 1,2. 10713), ce
qui s’explique par ce qui vient d’étre décrit, et une influence significative de la durée
de mise a jeun (p-valeur = 0,013). Le coefficient de Pearson entre la durée de mise a
jeun et le pourcentage de BH sous DAC pour les trois années confondues est de 0,39.
Pour rappel, la BH étant un processus dynamique, plus les aliments restent longtemps
dans le rumen et plus le microbiote a du temps pour I'effectuer, nous retrouvons cette
idée ici.

d.2.2. : Influence du microbiote

Afin de visualiser les corrélations entre les familles de bactéries ruminales et le
pourcentage de BH par régime, deux sPLS ont été réalisées avec comme seuil 0,3
pour montrer les faibles corrélations existantes (elles ne dépassent pas 0,49). Pour
visualiser parallélement les corrélations entre le microbiote et le pourcentage de BH et
entre le microbiote et les AG ruminaux, nous avons également réalisé des matrices de
corrélation. Nous voyons ainsi dans la figure 53 que le pourcentage de BH est le plus
fortement corrélé négativement a la famille des Lachnospiraceae sous le régime DAC,
appartenant au phylum des Firmicutes, ce dernier étant corrélé positivement aux
proportions de C18:2n-6, C18:3n-3 et C18:1trans10 et négativement a la proportion
de C18:0 (figure 54). L’annexe 2 montre les corrélations par familles. Le pourcentage
de BH est trées faiblement corrélé positivement aux familles des Prevotellaceae
(phylum des Bacteroidetes), Pirellulaceae (phylum des Planctomycetes) et
Synergistaceae (phylum des Synergistetes). Les phyla qui les regroupent sont
corrélées négativement a l'une des proportions de C18:2n-6, C18:3n-3 et
C18:1trans10 (figure 54).

Concernant le réegime DAF, nous ne retrouvons pas de corrélations positives entre le

pourcentage de BH et les familles microbiennes (figures 53 et annexe 2b). Il est le plus
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fortement corrélé négativement a la famille des Streptococcaceae, et un peu plus
faiblement a celles des Fibrobacteraceae et Prevotellaceae (figure 53).
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Figure 53 : réseaux des familles les plus corrélées au pourcentage de BH sous le régime DAC
(gauche) et DAF (droite) selon la méthode sPLS

w
2
O
- 3 p Y 0
N - = = [=) -
<
o °, zl °, o, o, o, SI‘BI - § S P S ° o,
T - ° o © o© - © 0o NoNFTNSW 9%3«? S T 5 3
- - - =4 - oo = ~ - =
O\LT) °%25°9 Olz'g ©,99,%= (:'O\L') S22 :\:fglgﬂ%:ﬂewgﬁ ‘9|§|&1‘%\°\£\‘_|% E‘%[°|°\°|°|Q
TNLA LT LG Lo Lo~ e oo L ' o r < <
BSOS TS S P SRS PO SRS S0 00R0RRORGORORQ 0 TIRNR OGS
ROO0OLAVALTOVAOLTTLALVABKVAVVLLVLVLOLOTLOLLOLLOLLODDLLOLBLAO ]
Planctomycetes
Proteobacteria o O [ (] [ ] 08
Firmicutes o [e@e® ® 00 06
Bacteroidetes 0.4
Synergistetes 0 0.2
Actinobacteria 0
Tenericutes -0.2
Cyanobacteria 0.4
Fibrobacteres e o (] o0 © . 06
Spirochaetes o @ o e O () 000 o [ ) 0.8
Chloroflexi [ 1
w
k5 -
= |
s S
B 8 ° o
8 © > o ° !
= < & N © N
| 2 N N ° ) | b o b
g ¢ £ =2 =2 g =2 g = & 2
® o Q &) o [$) o o a 5 a ;
Spirochaetes . o
0.6
0.4
WPS_2 02
0
Chloroflexi -0.2

—~ -0.6
Fibrobacteres ) . o8

Figure 54 : Matrices de corrélation entre les AG ruminaux totaux et les différents phyla sous DAC (en
haut) et DAF (en bas)

En analysant plus en détails la matrice de corrélation sous DAC, on voit que les plus
fortes corrélations concernent les phyla Proteobacteria et Spirochaetes, suivis du
phylum Fibrobacteres. On remarque une forte corrélation positive entre les
Proteobacteria et les AGS courts et moyens (C12:0, C13:0, C14:0 et C17:0). Les phyla
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Fibrobacteres et Spirochaetes sont corrélés positivement a la plupart des DMA et
présentent une corrélation négative avec les C18:2n-6, C18:2frans9,cis12,
C18:2trans10,cis15 et C18:3n-3. D’aprés I'annexe 2a, nous voyons également que
sous DAC, la famille des Fibrobacteraceae est corrélée positivement aux proportions
de DMA-iC14:0, DMA-C14:0, DMA-aC15:0, DMA-C15:0, iC15:0 et C16:0. Concernant
la famille des Prevotellaceae, celle-ci est corrélée positivement aux proportions de
C14:0, iC15:0, C15:0 et C17:0. Ces deux familles sont ainsi corrélées a des

intermédiaires de BH a chaines impaires ou ramifiées.

C) Influence du profil en AG et du microbiote bactérien ruminal sur les
parametres zootechniques des animaux de I'étude

a. Principaux AG en lien avec les trois paramétres zootechniques étudiés

En étudiant les performances zootechniques des individus des deux groupes extrémes
trans10 et trans11 décrits précédemment, nous voyons que le GMQ moyen des
moutons du groupe trans10 est significativement plus élevé que celui des moutons du
groupe trans11, sous le régime DAC. Concernant I'épaisseur de gras dorsal, elle est
significativement plus élevée chez les moutons du groupe 2, sous le régime DAC
(tableau 9).

Tableau 9 : Paramétres zootechniques des deux groupes extrémes sous DAC et sous DAF

DAC Groupe 1 Groupe 2 p-valeur
GMQ moyen 351 322 0,027
Epaisseur Gras Dorsal 5,37 5,76 0,039
Epaisseur Muscle 2,81 2,83 0,77
DAF Groupe 1 Groupe 2 p-valeur
GMQ moyen 117 112 0,80
Epaisseur Gras Dorsal 4,33 4,75 0,065
Epaisseur Muscle 26,2 23,8 0,18

Sous le régime DAF, la plupart des individus extrémes frans10 présentent une
proportion de trans11 non négligeable, ce qui pourrait expliquer I'absence de
différences significatives entre les deux groupes pour les trois parameétres

zootechniques.
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La courbe représentant le GMQ de tous les individus au DAC (et pas seulement des
individus prélevés au DAC et au DAF) en fonction de la proportion de C18:1frans10
dans le rumen montre que la corrélation n’est pas linéaire (figure 55). Le coefficient de
Pearson est d’ailleurs de 0,23.
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Figure 55 : Courbe du GMQ en fonction de la proportion de C18:1trans10 dans le rumen sous le
régime DAC

Afin d’étudier les corrélations des trois parameétres zootechniques avec tous les AG
ruminaux, nous avons realisé une régression PLS et avons présenté un réseau avec
un seuil de 0,3 sous DAC car les corrélations n’excedent pas 0,34 et 0,5 sous DAF. Il
s’agit dans tous les cas de faibles corrélations (figure 56). Sous DAC, la plus forte
corrélation est une corrélation positive entre la proportion de C14:0 et I'épaisseur de
gras dorsal. La deuxiéme concerne un autre AGS a chaine moyenne, le C12:0. Sous
DAF, la plus forte corrélation est positive et concerne I'épaisseur de muscle et un AGS
long, le C28:0. La deuxiéme concerne le C18:1trans10.
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Figure 56 : réseaux des AG les plus corrélés aux paramétres zootechniques selon la méthode sPLS
sous le régime DAC (gauche) (seuil = 0,3) et DAF (droite) (seuil = 0,5)
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En définitive, méme si la corrélation n’est pas linéaire entre le GMQ et la proportion de
trans10, les individus qui présentent les plus fortes proportions de trans10 ont un GMQ
moyen supérieur a ceux qui possedent plus de frans11, sous le régime DAC
uniquement. Concernant les autres parametres zootechniques, un lien a été mis en
évidence chez les groupes extrémes frans10/trans11 entre I'épaisseur de gras dorsal
et la proportion de trans11 chez les moutons soumis au régime a base de concentrés.
De faibles corrélations ont également été mises en évidence entre deux AGS a chaine
moyenne et 'épaisseur de gras dorsal, et entre un AGS long et I'épaisseur de muscle.

b. Principaux clusters en lien avec les trois parametres zootechniques étudiés

Par les mémes moyens, a savoir des analyse sPLS, nous avons cherché a voir si des

corrélations existaient entre des clusters en particulier et les parametres

zootechniques. Les seuils ont été fixés a 0,3 et 0,5 également pour les regimes DAC

et DAF respectivement (figure 57).
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Figure 57 : réseaux des clusters les plus corrélés aux parametres zootechniques selon la méthode
SPLS sous le régime DAC (gauche) (seuil = 0,3) et DAF (droite) (seuil = 0,5). Aucune OTU n’a pu étre
affiliée jusqu’au rang de I'espece.

Sous le régime DAC, la seule et plus forte corrélation est une corrélation positive entre
I'épaisseur de gras dorsal et le genre Prevotella_1. Une corrélation positive avait déja
été mise en évidence entre le genre Prevotella_1 et la proportion de trans11, et entre
I'épaisseur de gras dorsal et la proportion de trans11. La corrélation avec Prevotella_1

pourrait ainsi venir de son influence sur la proportion de trans11.
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Sous le régime DAF, les trois corrélations mises en évidences sont négatives et
concernent I'épaisseur de muscle. La plus forte corrélation concerne le genre
Succiniclasticum, les deux autres concernent deux clusters appartenant aux familles

FO82 et Lachnospiraceae.

V) Discussion

Nous rappelons que l'objectif est d’étudier les profils en AG ruminaux des moutons de
I'étude selon le régime, en les mettant en relation avec les populations microbiennes.
Des corrélations avec le GMQ, I'épaisseur de gras dorsal et I'épaisseur de muscle ont
également été recherchées. Plusieurs outils statistiques ont été utilisés a cet effet et
le calcul du pourcentage de BH a permis d’en étudier son avancée.

A) Etude microbienne

Dans notre étude, les proportions des deux principaux phyla sont a peu pres
équivalentes et proches de 50%, avec une légére prédominance des Firmicutes sous
un régime a base de fourrages. Pour rappel, les genres connus ou soupgonnes
capables de realiser la lipolyse et/ou la BH appartiennent tous au phylum des
Firmicutes, sauf les genres Propionibacterium et Bifidobacterium qui appartiennent a
celui des Actinobacteria. Les rapports Firmicutes/Bacteroidetes de notre étude sont a
peu prés équivalents a ceux rapportés dans différentes études, comme celle de Larue
et al. (2005) ou les moutons nourris a base de foin d’herbe présentent un rapport
Firmicutes/Bacteroidetes de 57/40 contre 54/41 lors de I'ajout de 30% de mais (Larue
et al. 2005). Dans I'étude de Liu et al. (2019), qui présente I'effet de différents ratios
fourrages/concentrés sur la diversité microbienne de moutons tibétains,
'augmentation de la proportion de concentrés entraine une augmentation significative
des Bacteroidetes et notamment du genre Prevotella_1 (Liu et al. 2019). Ce genre est
le plus représenté dans notre étude sous les deux régimes (23% sous DAC, 22% sous
DAF), suivi du genre Prevotella_7 (21%) sous le regime DAC et Christencellaceae_R7
sous le régime DAF (18%). Nous avons également observé une prédominance de la
famille des Lachnospiraceae au sein de l'ordre des Clostridiales sous DAC, cette
famille représentant 24% du total contre 9% sous DAF. La famille des
Lachnospiraceae abrite des bactéries fibrolytiques comme Butyrivibrio fibrisolvens, qui
n’a pas été identifiée jusqu’au rang de I'espéce dans nos échantillons. La famille des
Lachnospiraceae a souvent été décrite comme la plus abondante sous un régime a

base de fourrages (Chikwanha et al. 2018). Ici, la famille majoritaire, quel que soit le
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régime, est celle des Prevotellaceae (49% sous DAC, 25% sous DAF). La famille des
Ruminococcaceae, qui abrite les espéces Ruminococcus flavefaciens et R. albus,
especes retrouvées dans nos échantillons et connues comme riches en iso-AG
(Vlaeminck et al. 2006), représente 11% des familles totales sous DAC contre 16%
sous DAF. Ruminococcus flavefaciens et R. albus ont également été décrites comme
plus abondantes dans un régime riche en fourrages (Chikwanha et al. 2018). Sous le
régime DAF, la famille des Christencellaceae est majoritaire au sein des Clostridiales
(39% des Clostridiales), ce qui a également été décrit dans la littérature (Huang et al.
2021). Notre travail permet de montrer que les deux classes regroupant les genres et
espéces préesumées intéressantes dans I'étude du meétabolisme lipidique sont
légerement plus abondantes sous le régime DAF. En effet, parmi la classe des
Clostridia, le genre Clostridium présente une activité lipolytique, les genres
Pseudobutyrivibrio, Eubacteria et Roseburia sont capables de former le CLA-
cis9,trans11 dans le rumen et 'espece Ruminococcus albus serait capable de former
du CLA-trans10 (Kemp et al. 1975; Enjalbert et al. 2017). Quant a la classe des
Negativicutes, les genres Selenomonas et Anaerovibrio présentent une activité
lipolytique (Lourengo et al. 2010), tandis que Mitsuokella permet la formation d’AO et
'espece Megasphaera elsdenii la formation du CLA-frans10 (Maia et al. 2007).

B) Etude du profil en AG ruminal

Concernant les profils en AG, un net effet régime a été mis en évidence sur la
distribution des AG ruminaux, ainsi qu'un effet année partiel, lié a I'absence de
fermeture des DAC en 2019, et qui concerne surtout la formation de C18:1frans10. En
revanche, aucun effet lignée n’a été démontré. Un régime riche en fourrages favorise
une BH plus compléte aboutissant a la formation d’AGS dans le rumen, tandis que
sous DAC, la proportion d’AGMI, en particulier trans, est plus forte en raison d’'un taux
de BH plus faible. Plusieurs raisons peuvent expliquer un pourcentage de BH
supérieur sous DAF, avec notamment la durée d’occupation du rumen par le bol
ruminal, qui est augmentée par un régime riche en fourrages, ce qui laisse le temps
aux micro-organismes d’effectuer les différentes étapes de BH. Rappelons également
qu’un pH faible diminue I'efficacité de la lipolyse et donc de la BH qui s’en suit, ce qui
est favorisé par un régime riche en concentrés. Enfin, nous avons vu que les principaux
ordres microbiens regroupant les genres et espéces impliquées dans la lipolyse et la
BH sont plus abondants sous le régime DAF. Quant a la quantité d’AGPI, elle est
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sensiblement équivalente entre les deux régimes, ce qui s’explique par la proportion
d’AGPI initialement présents dans 'alimentation, plus importante dans les fourrages
que dans les concentrés. Dans notre étude, il s’agit principalement de 'AAL, largement
prédominant sous DAF pour les trois années cumulées.

Concernant les iso et antéiso-AG, I'étude de Salami et al. (2021) montre I'implication
des espéces Fibrobacter succinogenes et Prevotella brevis dans la synthése
d’intermédiaires impairs et ramifiés, notamment les C15:0, iC14:0, iC15:0, aC15:0 et
aC17:0 (Salami et al. 2021). Nous avons mis en évidence des corrélations semblables
avec les familles Fibrobacteraceae et Prevotellaceae sous DAC. En 2020, Zhang et
al. montrent que I'accumulation de ces intermédiaires dans le rumen d’agneaux est
associée a une abondance de bactéries fibrolytiques incluant ces mémes espéces.
Les bactéries fibrolytiques sont directement impliquées dans la conversion des AGPI
en AGS ainsi que dans I'accumulation des AG impairs et ramifiés et des CLA au sein
du rumen. Lorsque le régime s’appauvrit en fibres et s’enrichit en concentrés, le
nombre de bactéries fibrolytiques diminue ce qui diminue le pourcentage de BH et la
dévie vers des voies alternatives entrainant I'apparition d’AG trans (Buccioni et al.
2012). Dans notre étude, nous ne retrouvons pas tout a fait ce qui est décrit dans la
littérature, a savoir que les bactéries fibrolytiques favorisent la formation d’'iso-AG
tandis que les amylolytiques favorisent la formation d’antéiso et d’AG impairs. En effet,
a part pour 'oxo-C18:0 et le DMA-C18:1¢9, tous les autres produits de synthése
microbienne sont plus abondants sous le régime DAF, qu’ils soient iso ou antéiso.
Zhang et al. montrent également que les proportions d’AG ruminaux pairs et
notamment les C12, C14 et C16 sont plus faibles chez les individus présentant un taux
de bactéries fibrolytiques faible (Zhang et al. 2020). Pour rappel, les bactéries
fibrolytiques principales appartiennent aux familles Lachnospiraceae (Butyrivibrio
fibrisolvens), Ruminococcaceae (Ruminococcus flavefaciens et R. albus) et
Fibrobacteraceae (Fibrobacter). Nous retrouvons une corrélation entre les
Ruminococcaceae et la proportion d'iC16:0 et DMA-C16:0, entre les Fibrobacteraceae
et la proportion de DMA-C14:0, DMA-iC14:0 DMA-iC15:0, DMA-iC16:0 et C16:0, entre
les Succinivibrionaceae et la proportion de C13:0 et C17:0 ainsi qu’entre les
Prevotellaceae et la proportion de C15:0 et C17:0 (annexe 2). La corrélation entre les
bactéries fibrolytiques et les AG pairs peut s’expliquer notamment par la proportion
d’acétate qui est favorisée par un régime riche en fourrages et une proportion élevée
de fibrolytiques tandis que la présence prolongée de propionate et de valérate dans le
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rumen, favorisée par un régime riche en concentrés et en amylolytiques, peut entrainer
la formation d’AG a chaine impaires (Zhang et al. 2020).

Dans notre étude, des corrélations faibles ont été mises en évidence entre le
pourcentage de BH et certaines familles microbiennes. Quel que soit le régime, les
plus fortes corrélations sont négatives et elles concernent la famille des
Lachnospiraceae sous DAC et des Streptococcaceae sous DAF. Le calcul du
pourcentage de BH fait intervenir la proportion de C18:0. Une corrélation négative avec
le pourcentage de BH calculé revient ainsi a une corrélation négative avec la
proportion de C18:0. La famille des Lachnospiraceae regroupe deux espéces
capables de réaliser les premiéres étapes de BH et la formation d’intermédiaires frans
(Butyrivibrio fibrisolvens et B. proteoclasticus). Or, nous avons mis en évidence une
corrélation positive de cette méme famille avec la proportion de frans10 sous DAC.
Lorsque le trans10 se forme, la BH est incomplete et semble s’arréter a cet
intermédiaire. Cela peut expliquer le fait que la famille des Lachnospiraceae soit
associée negativement a la BH ici.

Nous avons également mis en évidence une corrélation faiblement négative entre le
pourcentage de BH et les familles Prevotellaceae et Fibrobacteraceae sous DAF.
Dans l'étude de Salami et al. (2021), l'augmentation de la proportion des
Succinivibrionaceae (famille appartenant au phylum des Proteobacteria), et
notamment du genre Ruminobacter était associée a une augmentation du
pourcentage de BH chez des agneaux nourris a base de concentrés d’orge, son de
blé, graines de soja et cardon. En paralléle de 'augmentation de la proportion de cette
famille, une diminution des genres Prevotella et Fibrobacter a été mise en évidence
(Salami et al. 2021). En 2015, Huws et al. montrait qu’une diminution de la proportion
des genres Prevotella et Fibrobacter était associée a une augmentation du
pourcentage de BH dans le rumen de bovins nourris a I'ensilage d’herbe supplémentés
en huile de lin (Huws et al. 2015). Salami et al. en ont conclu que la proportion des
genres Prevotella et Fibrobacter diminue préférentiellement lors de 'augmentation des
bactéries impliquées dans la BH compléte des AGPIl. Ce qui est décrit dans la
littérature concernant I'évolution du pourcentage de BH en lien avec le microbiote
ruminal est une diminution corrélée a I'augmentation du pourcentage de concentrés
associé a une augmentation des bactéries amylolytiques, et notamment Ruminobacter

amylophilus, de la famille des Succinivibrionaceae, Prevotella ruminicola, de la famille
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des Prevotellaceae et Selenomonas ruminantium de la famille des Veillonellaceae, au
détriment des fibrolytiques (De Ofeu Aguiar Prado 2018).

Nous avons également vu que le C18:1trans10 et le C18:2trans11,cis15 étaient deux
AG discriminants entre les régimes DAC et DAF. Le C18:2trans11,cis15 a en effet été
décrit comme favorisé par un régime riche en concentrés chez des agneaux. Cet AG
pourrait former du C18:1trans11 par une voie alternative de BH a partir d’AAL (Salami
et al. 2021). Enfin, le genre Ruminococcus_1, qui abrite les espéces R. albus et R.
flavefaciens dans nos échantillons, a été associé au groupe d’'individus forts
producteurs de trans11 sous le régime DAF dans I'étude des individus extrémes
trans10/trans11. Il pourrait ainsi participer a sa formation. Nous avons également
associé la production de trans10 au genre Prevotella_7 sous le régime a base de
concentrés. Nous avons pour cela étudié des individus extrémes et pas les individus
pour lesquels le ratio trans10/t11 était supérieur a 1. Nous ne pouvons donc pas parler
de trans-10 shift au sens propre. Dans la littérature, le réle de Prevotella 7 dans ce

mécanisme n’est pas décrit.

C) Etude des paramétres zootechniques et liens avec les AG de la viande

Pour rappel, la viande ovine est une bonne source d’AGPI n-3, AG ramifiés et
intermédiaires de la BH des AGPI, en particulier les CLA avec notamment les acides
ruménique et vaccénique, depuis longtemps étudiés pour leurs bienfaits sur la santé
(Chikwanha et al. 2018). Concernant la formation de CLA dans la viande, le
C18:1cis12 est décrit comme un des substrats les plus importants dans la synthése
de CLA-cis9,trans11 dans le muscle (Fiorentini et al. 2018). Dans I'étude de Zhang et
al. (2020), la proportion de C18:1cis12 est inférieure dans le groupe présentant la plus
faible proportion de bactéries fibrolytiques, elle serait donc favorisée par un régime
riche en fourrages. L’enrichissement en acide ruménique de la viande se fait ainsi de
3 facons : par I'enrichissement en acides ruménique et vaccénique dans le rumen, la
conversion endogéne de C18:1trans11 en C18:1cis9,frans11 suite a une A9-
désaturation par la stearoyl-CoA désaturase, et par la taille du pool de TG disponible
pour le dépbt d’acide ruménique (Bessa et al. 2015). Enfin, la viande ovine concentre
principalement les AG a chaine moyenne a longue (12 a 22 carbones), et moins
d’AGV, AG courts, impairs et ramifiés, principalement localisés dans le tissu adipeux
(Wood et al. 2008).
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Concernant les paramétres zootechniques étudiés, nous n’avons pas pu comparer les
différences entre régimes car les moutons n’ont pas le méme age et donc pas le méme
poids en début de chaque phase. Il est cependant décrit depuis longtemps qu’un
régime a base de fourrages entraine de plus faibles GMQ et efficiences de production
alors que les régimes riches en concentrés favorisent une prise de poids plus élevée
et rapide et une augmentation de la teneur en gras intramusculaire et al. 2017), c’est
pourquoi ce type de régime est fréquent en fin d’engraissement. Cependant, un régime
riche en concentrés entraine une hausse des AGMI avec notamment le C18:1frans10
dans la viande, peu recherchés en alimentation humaine. En revanche, en limitant la
BH, ce type de régime entraine une proportion moindre d’AGS, méme si les fourrages
sont une source d’AGPI. Certaines corrélations ont été mises en évidence entre des
AG et I'épaisseur de gras dorsal, I'épaisseur du muscle longissimus dorsi et le GMQ.
Nous avons notamment montré une corrélation positive entre I'épaisseur de gras
dorsal et la proportion de C14:0 sous le régime a base de concentrés. Le C14:0
présente des propriétés hypercholestérolémiantes, sa présence dans le gras
intramusculaire n’est pas recherchée (Chikwanha et al. 2018). Dans I'étude de Ekiz et
al. (2013), les proportions d’AG dans le gras intramusculaire sont similaires entre les
agneaux quel que soit le régime, excepté pour le C14:0 et le C18:0. La proportion de
C14:0 est la plus élevée dans le gras intramusculaire des agneaux nourris au foin de
luzerne a volonté et aux concentrés durant la période de finition avant abattage (Ekiz
et al. 2013). Nous avons également montré une corrélation positive entre I'épaisseur
de gras dorsal et une forte proportion de C18:1trans11 dans le régime a base de
concentrés. Concernant le microbiote, nous avons notamment montré une corrélation
positive entre le genre Prevotella_1 et I'épaisseur de gras dorsal ainsi qu'avec la
production de C18:1trans11. Il semble ainsi qu'une forme de compétition existe entre
les genres Prevotella_1 et Prevotella_7 dans la déviation de la voie trans11 vers la
voie trans10.

En définitive, la concentration de C18:1frans10 est largement supérieure sous un
régime a base de concentrés. Or, comme la plupart des animaux sont nourris aux
concentrés lors de la phase de finition a I'engraissement, le dépb6t de gras
intramusculaire est favorisé mais la formation de C18:1frans11 est souvent remplacée
par celle de C18:1frans10, qui ne pourra pas étre converti en CLA, ce qui constitue
une des contraintes principales a I'enrichissement de la viande en acide ruménique.

Enfin, I'enrichissement de la viande en AGPI n-3 a longue chaine est une cible
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d’amélioration du profil en AG de la viande ovine mais les sources alimentaires se
trouvent principalement dans les aliments d’origine animale et particulierement dans
les produits de la mer, notamment des huiles de poisson ou les produits a base
d’algues. Cependant, la BH limite I'absorption de ces AG et leur incorporation aux
tissus, ce qui rend difficile le choix d’un régime pour optimiser a la fois les bienfaits
nutritionnels de la viande et les attentes de I'éleveur en termes de rendement des

carcasses.
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Conclusion

L’effet régime sur le profil en acides gras du rumen et I'écosystéme bactérien ruminal
est majeur chez les agneaux de I'étude. Un régime riche en fourrages est associé a
une plus forte proportion d’ordres bactériens impliqués dans la lipolyse et la BH, ce qui
conduit a une plus grande saturation des AG alimentaires. Un régime riche en
concentrés favorise en revanche la déviation des voies principales de BH vers une
voie conduisant a la production d’acides gras trans, les trans10, non recherchés dans
la viande par les consommateurs. Le genre Prevotella_7 a été associé a cette
déviation. L’acide gras trans le plus étudié et recherché dans la viande est I'acide
ruménique, formé a partir d’acide vaccénique. Il est favorisé par un régime riche en
fourrages et a quant a lui été associé au genre Prevotella_1.

Concernant les paramétres zootechniques des agneaux, notre étude ne visait pas a
les comparer selon le régime mais a chercher des corrélations avec certains acides
gras ruminaux et ordres bactériens. Nous avons notamment mis en évidence une
corrélation positive entre I'épaisseur de gras dorsal et la proportion de deux AGS a
chaine moyenne, les acides vaccénique et myristique sous le régime a base de
concentrés. Sous ce méme régime, I'épaisseur de gras dorsal a également été corrélé
au genre Prevotella_1, associé a la production d’acide vaccénique. Une forte
proportion de C18:1trans10 au sein du rumen est quant a elle associée a une
augmentation du gain moyen quotidien sous le régime DAC, soit le régime qui favorise
leur formation.

D’aprés la littérature, les agneaux finis au paturage présentent des flaveurs plus fortes,
ce qui n'est souvent pas recherché par le consommateur. La viande est aussi plus
sombre, le tissu adipeux plus ferme et plus jaune. En revanche, elle est plus riche en
omega-3 et CLA bénéfiques pour la santé des consommateurs. Il est ainsi important,
mais difficile, de trouver le rapport fourrages/concentrés ainsi que la durée de la
période de finition, si elle est aux concentrés, qui permettra a la viande de répondre
au mieux aux critéres de I'éleveur et de I'Organisation Mondiale de la Santé. Des
travaux récents ont montré qu’'une complémentation avec du sainfoin au paturage ou
une finition courte en bergerie (pendant 3 semaines) permettait de diminuer la teneur
de la viande en composés odorants sans diminuer les propriétés nutritionnelles de la
viande (Martin, Prache 2022). L’étude des acides gras dans les différents tissus et

notamment dans le gras intramusculaire de groupe d’agneaux soumis parallélement,
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soit au méme &age, a des régimes différents, pourrait permettre d’apporter de
meilleures corrélations entre les profils en acides gras du rumen et de la viande et de

déterminer les différences zootechniques inter-régimes.
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Annexes

y 7

Principaux acides gras saturés et insaturés retrouvés a I'état naturel

Annexe 1

(Cuvelier et al. 2004)

ouvsony povidwar e ounsoor axyaud a7 (1)

anbIoUPEXaYBS000P-61 ‘9L 'E L 0L 'L Y-S10'S10'510°510°519'510 HOOO¥HO)HO=HO (*(HOHO=HD)*HO®HD £ 9:220 (61'9L'EL'0L'LY)9 1 220
anbjuopoue|dno anbjougejuadesoo0p-61'Gh'gh '8 r-Si's'sI0'sI0's  HOOOM(Y(?HO) HO=HO)’HOHO=HO(*HO)HO=HO?HO®HO £ G220 (61'S1'21'8'%)S * 220
1enbjougeiuadesodl-£ | 'y} 11 '8'G-S10's10'S10°510's10 HOOO!(*HO)HO=HO*(*HOHO=HD)HO®HD £ G020 (£V'71°11'8'G)5 1 020
anbjuopiyoese (:1eNbJOURRAIPIESOOI-p | ' |1 '8'G-510°510'510'510 HOOO¥®HO)HO=HO*(®HOHO=HD)" (°HO)*HD 9-® ¥ : 020 (71'11'8'S)7 1 020
anbuegisos|p-0 anblougLIEIPPEI0-E L' |'B-SUEL} 'SUBL 'SI0 HO09"(?HO)*(HO=HO)*(°HO)*HD smg:gL0 (g1 suen‘l) suens)e 810
anbjugjoul|-n anblougLIBIPPEIO-G| ‘2L '6-510°510"S10 HOOO®HO)E(HO=HOHO)*HO £ME:8LD (S1'z1'6)E 1 810
anbiugjoul-A anbjousLIBIP.IN0-Z | 6'9-510'510'510 HOOQ"(®HO)¥(HO=HO’HO)(®HO)*HD 9-®g:8LD (21'6'9)E 1810
21-519 ‘0}-suey gnbnfuoo anbigjoul anbjoURIPBOPPEIO0-Z| ‘0510 ‘SURA HOOO¥®HO)HO=HOHO=HD"(?HD)*HD 9®g:8L0 (c1'01 suen)z : 810
anbiugwni no
}1-sueJj 'g-512 nbnfuoo anbigjoul| anb|ouIPEORPEIOC- | | '6-SUBI'SID HOOO®HO)HO=HOHO=HO%(?HD)HD L2810 (11 sues's)z : 810
anbigjoul| anbjouRIPBIPPEIN0-Z | 6-510'S10 HOOO*(°*HO)HO=HO®HOHO=HO" (°HO)*HD 9®g:8L0 (e1'6)z: 810
sgunjesujfjod
anbig|oude|gs anb|ougs0R.IRl-G|-510 HOOO® (*HO)HO=HO*(*HD)*HD 6 | 42D (5K %20
anbionig anbiougsoaop- -5/ HOOQ"(?HO)HO=HO(°*HO)*HD 6} 220 (et 220
anbig|0}gd anbiougsoo0p-} | -510 HOOO%®HO)HO=HD®(°HO)*HO L@ |1 220 (1111220
anbigjoped (:/2NDJOUPSODI-6-510 HOOO®HO)HO=HO®(°HO)*HO L@ |1 02D (6)1: 020
anblugooeA sues anblouogPEII0- |} -SUBs HOOO%HO)HO=HD*(°HO)*HO 0} :8LD (11 suen)y 1810
anbjugooeA anbjougoPPEIO-| | -510 HO02°(®HO)HO=HO®*(°HD)°HD -} :810 (1)1 :810
anbipieje anblougoPPEI0-6-SUE] HOOO®HO)HO=HO*(°HO)*HO 6@ 11810 (6suen) : 810
anbig|o anblougIPPE}I0-6-510 HOOO®HO)HO=HD*(°HO)*HO 6} 81D (6)1:810
anbipiejpsongd anbjougoapeIno-g-suen HO02"(°HO)HO=HO® (°HD)°HD 2L 1:810 (9 suen)y : 810
anbigjoywied anblOUBOPPEXaY-6-510 HOOO®HO)HO=HO*(°HO)*HO 1011910 (6)1:910
anbigjojsuw anb|ougoPeIIPI-6-510 HOOO®HO)HO=HO®(°HO)*HO S0 1910 6)L: %10
anbigjoine| anbjougoapop-6-510 HOOD(*HO)HO=HOHO®HO £m1:210 (6)1:210
Saimesujouow
sainjesuy sesb sapjoy
anbissigw anbjouBIuoou]. HO00%(*HO)*HO 0:0€0 0:0€0
anbiuejuow anbjouesooe0 HOOO%(*HO)*HD 0:820 0:820
anbiosgo anbjouesooexaH HOOO*(*HO)*HD 0:920 0:920
anbygoous| anbjouesooeng ] HO00Z(°HO)*HO 0:+20 0:+20
anbiugugq anbloueso0q HOO02%(°HO)*HD 0:220 0:220
anbipiyoese :anbjouesoo| HOOO% (°HO)*HD 0:020 0:020
anbuegis anbjouedspelo0 HO02%(°HO)*HD 0:810 0:810
anbwred anbloueogpexay HOOO"* (°HO)*HD 0:910 0:910
anbysufw anbjoueopesa L HOOO%(*HO)*HD 0: %10 0:%10
anbune anbioueogpoq HOO0% (*HO)*HD 0:210 0:210
anbudes anbjoueosq HOOO®(®HO)HD 0:010 0:0L0
anbiuobiejad anbjoueuoN HOOO(®HO)*HD 0:60 0:60
anbyjfudeo anbjouelpQ HOO02%(°HO)*HD 0:80 0:80
anbiyiueud anbjougiday HOOOS(®HO)HD 0:20 0:20
anbjoideo anbjouexay HOO0OQ"(®HO)HD 0:90 0:90
anbugenos! anbiouging g-Ayigy| HOOOHOPHOHO®HD 0s10: 60 0s10:50
anbugiea anbjouejuag HOOO®(*HO)*HO 0:50 0:50
anbuking anbjoueing HOOO(®HO)HD 0:%0 0:%0
anbjuoidosd anbiouedoid HOOOHO®HO 0:€0 0:€2
anbigoe anbioueyi3 HOOO°HD 0:20 0:20
anbiw.oj anbjoueyig| HOOHO 0:10 0:10
saines seib sapjoy
(ebawo ainjejouawou) (99s|EWIOU INJEIOUIWIOU)
9pJoE,| 9P UNWLWOD WON apioe,| ap anbjjewsysAs woN anbjwyo ainonns ajoquis ajoquis

121



Annexe 2a: Matrice de corrélation entre les acides gras, le pourcentage de
biohydrogénation et le microbiote sous le régime DAC
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Annexe 2b: Matrice de corrélation entre les acides gras, le pourcentage de
biohydrogénation et le microbiote sous le régime DAF
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REMY Chloé - Etude de la biohydrogénation des acides gras alimentaires par le microbiote
ruminal, pour des moutons males de race Romane sélectionnés sur leur efficience alimentaire
et soumis a deux régimes différents.

Résumé :

Dans un contexte de prise de conscience écologique, consommer moins tout en consommant mieux
est devenu un enjeu central pour les consommateurs, qui recherchent davantage la qualité nutritionnelle
et environnementale des produits. L’alimentation des ovins et la qualité des viandes qui en découle
entre dans cet objectif. Cette étude s’intéresse aux acides gras longs du rumen d’ovins allaitants méales
de race Romane, soumis alternativement a deux régimes, le premier entierement a base de concentrés,
le second constitué d’environ deux tiers de fourrages et d'un tiers de concentrés. Le profil en acides
gras du rumen dépend de plusieurs paramétres et notamment des sources de matiéres grasses de
I'aliment et du microbiote bactérien qui 'occupe. Pour I'étudier, des prélevements de contenus ruminaux
ont été réalisés en fin de chaque phase d’alimentation. Les acides gras ont été analysés par
chromatographie en phase gazeuse et le microbiote bactérien a été séquencé via le géne codant 'ARN
16S. En fin de chaque phase, les gains moyens quotidiens, épaisseurs de gras dorsal et épaisseurs de
muscle ont été mesurés pour chaque animal. Nous avons montré des différences majeures de
communautés bactériennes et classes d’acides gras ruminaux entre les deux régimes. Un régime riche
en fourrages favorise la saturation des acides gras alimentaires tandis qu’un régime riche en concentrés
favorise I'apparition d’intermédiaires, et notamment trans, plus ou moins recherchés dans la viande. Un
acide gras trans majeur est le C18:1frans10, dont I'effet en terme de santé est délétére. L’implication
de Prevotella_7 dans sa formation a été mise en évidence. Le genre Prevotella_1 a quant a lui été
corrélé a la formation de C18:1trans11. Certaines relations avec les parameétres zootechniques ont
également été démontrées.

Mots-clés : Acides gras longs, saturés, insaturés, rumen, microbiote, biohydrogénation, ovins.

Abstract:
Consume less by consuming better is the new concern in a society that seeks more nutritional and

environmental quality of the products. The feeding of sheep and meat quality participate in that objective.
This study aims at describing ruminal long fatty acids of male sheep of Romane breed. They were firstly
fed with concentrates exclusively for six weeks and then with a one third concentrates and two thirds
forages diet also for six weeks. Ruminal fatty acids profile especially depends on food sources of fat
and bacterial microbiota and has been studied by collecting samples of ruminal content at the end of
each feeding phase. Fatty acids have been submitted to gas chromatograph and mass spectrometer
analysis and bacterial microbiota has been sequenced with the gene that codes for 16S RNA. Moreover,
at the end of each feeding phase, average daily weight gain, backfat thickness and muscle depth have
been measured for each animal. Bacterial communities and ruminal fatty acids classes were significantly
different between the two diets. A forage diet favors saturated fatty acids whereas a concentrate diet
favors trans intermediates in the rumen, particularly the C18:1trans10, which is not sought in meat
products. Prevotella_7 has been associated with the formation of this fatty acid, while Prevotella_1 has
been associated with C18:1frans11. Some correlations have been demonstrated between zootechnical
parameters and ruminal fatty acids on the one hand, and bacterial microbiota on the other hand.
Keywords: Long fatty acids, satured, unsaturated, rumen, microbiota, biohydrogenation, sheep.
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