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Les microorganismes permettent de produire des fromages suisses au lait cru tout en garantissant leur

siireté et leur qualité. (Source: Swiss Cheese Marketing)

De tous les étres vivants, les microorganismes sont ceux
qui présentent la plus grande diversité. lls jouent un réle
fondamental dans tous les écosystémes et pourtant, ils
ont encore été peu étudiés, notamment en raison de leur
«invisibilité» a I'ceil nu et de la difficulté a les cultiver en
laboratoire. Or, les microorganismes sont omniprésents,
ils existent depuis des milliards d’années et leur nombre
est incroyablement élevé. Un gramme de sol contient
environ 10 milliards de microorganismes pour un total
d'especes estimé a 10000 (Torsvik et al. 1996); sur toutes
les feuilles de tous les arbres du monde, cela représente
méme un nombre de 10% (Vorholt 2012). Employer ces

organismes omniprésents dans un but précis au profit de
I'agriculture et de I'agroalimentaire est un projet pro-
metteur pour |'avenir.

Avant de pouvoir atteindre cet objectif, il faut
d'abord résoudre le probleme clé: comment trouver les
candidats idéaux étant donné I'ampleur inimaginable de
la population de microorganismes? Quel microorganisme
ou quelle communauté de microorganismes possede la
fonction, |'effet, la propriété susceptible de satisfaire a
nos attentes? Ces dernieres années, les chercheurs-euses
se sont rapprochés de la solution du probleme grace a
un développement exponentiel des nouvelles méthodes
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Figure 1 | Organisation du programme de recherche Agroscope
«Biodiversité microbienne»

d'analyse génétique (Next Generation Sequencing NGS;
Mayo et al. 2014). Le séquencage de I’ADN permet de
saisir la totalité des microorganismes dans un systéme (le
«microbiome») et de déterminer la séquence génomique
des différentes souches microbiennes, ce qui fournit de
premiers indices sur leur fonction. Cette fonction et la
«performance» des microorganismes sélectionnés dans
un systéme ainsi que |'effet obtenu sont ensuite mis en
évidence en laboratoire grace a des tests établis. Il existe
déja quelques exemples de I'utilité que peuvent avoir les
microorganismes dans |'agriculture: certains microorga-
nismes associés aux plantes peuvent servir a lutter contre
des maladies (De Vrieze et al. 2015) et certains champi-
gnons du sol sont épandus pour lutter de maniére ciblée
contre les insectes nuisibles et les contréler durablement
dans la parcelle (Enkerli et al. 2004). La biodiversité mi-
crobienne des écosystémes importants pour I'agriculture
est cependant en grande partie inconnue et donc impos-
sible a utiliser a notre profit.

Le programme de recherche Agroscope «Biodiversité
microbienne»

Le programme de recherche Agroscope «Biodiversité
microbienne» (PRA MikBioDiv) a pour but d’'étudier les
microbiomes et les fonctions des microorganismes dans
trois écosystemes essentiels pour I'agriculture et I'agro-
alimentaire, a savoir le sol, les plantes et les aliments fer-
mentés. Les volets «Microbiome du sol» et «Microbiome
des plantes» (fig. 1) analysent la biodiversité micro-

B Les microorganismes peuvent étre utilisés

@ autant dans l'agriculture que dans le secteur
g agroalimentaire: ils peuvent par exemple

~$ servir a lutter contre les maladies des plantes
&£ (De Vrieze et al. 2015) ou a maitriser les

insectes nuisibles (Enkerli et al. 2004).
Toutefois, la biodiversité microbienne des
principaux écosystémes est en grande partie
inconnue. Le programme de recherche
Agroscope «Biodiversité microbienne» (PRA
MikBioDiv) a donc pour but d’acquérir des
connaissances dans ce domaine, et ceci dans
trois écosystémes essentiels pour les secteurs
agricole et agroalimentaire: le sol, les plantes
et les aliments fermentés. L'étude de la
biodiversité microbienne dans le fromage

au lait cru a mis au jour une série d'espéces
bactériennes «inattendues», mais connues
dans la taxonomie. Par ailleurs, un grand
nombre de séquences génétiques n‘ont pu
étre attribuées a aucune espéce bactérienne
connue, ce qui laisse a penser que méme
dans le fromage, il y a des bactéries
inexplorées jusqu’a présent.

bienne dans des sols représentatifs de la Suisse, mais aus-
si a la surface des plantes comme le raygrass, les pommes
de terre et les pommes. Les objectifs a long terme sont
I'amélioration de la qualité du sol grace a une meilleure
connaissance des interactions entre |'utilisation du sol
et son microbiome, mais aussi la protection des plantes
contre les pathogénes grace a des microorganismes indi-
viduels ou a des communautés de synthése. Quant au
volet «Microbiome des aliments fermentés» (fig. 1), il est
destiné a I’étude de la biodiversité microbienne repré-
sentée dans la collection des souches d'Agroscope (Liebe-
feld) ainsi qu’a I'étude des écosystemes du petit lait et
du fromage au lait cru. Le but premier est d’identifier
la diversité microbienne, de la préserver et de I'étudier
a l'aide de données génomiques et d’activités métabo-
liques, pour s’en servir ensuite de maniere ciblée pour la
fabrication de produits laitiers fermentés, sirs et de qua-
lité. Le quatriéme volet «Réseau Agroscope: génomique
et bioinformatique (ANET-GB)» propose des expertises
pour I'analyse et I'intégration de données destinées a la
recherche en génomique et en bioinformatique.

Biodiversité microbienne dans le fromage au lait cru
La fabrication du fromage fait partie des procédés bio-
technologiques les plus anciens. On y utilise des micro-
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Figure 2 | Détermination quantitative de L. helveticus dans le fromage, fabriqué avec et sans (Control) L. helveticus
comme culture complémentaire aprés 24 heures, 80 et 120 jours. Lorsque la concentration de L. helveticus dans

le fromage était de 108 copies par g”' de fromage (24) au départ, elle s'élevait encore a 106-107 copies par g*' de

fromage aprés 80-120 jours (Moser et al. 2016).

organismes pour transformer le lait en un produit de
conservation et |'enrichir a I'aide de nombreux méta-
bolites (les ardbmes par exemple), donnant a chaque fro-
mage son caractére typique.

Dans le volet «Microbiome des aliments fermentés»,
une thése de doctorat étudie la biodiversité microbienne
de Lactobacillus helveticus au sein des espéeces et des
cultures de petit lait. Ces derniéres sont le produit de la
fermentation du petit-lait récupéré apres la fabrication
de fromage. Elles sont utilisées pour la fabrication de dif-
férentes sortes de fromages traditionnels et constituent
un habitat privilégié de L. helveticus. Il s'agit d'une bac-
térie lactique, également employée comme probiotique
ainsi que pour la fabrication de boissons fermentées. L.
helveticus joue un role particulier dans la fabrication du
fromage: elle contribue de maniére déterminante a la
décomposition bactérienne des protéines ainsi qu’au ca-
tabolisme des peptides et des acides aminés qui conduit
a la formation de I'arébme typique (Hannon et al. 2007).

Afin d'étudier la diversité des souches de L. helveti-
cus présentes dans la collection de souches d’Agroscope,
les génomes de 80 souches ont été séquencés. Les don-
nées de séquencage serviront a répondre a différentes
problématiques. Une méthode de détection quantitative
spécifique a déja été développée pour L. helveticus. Des
études de corrélation sont en cours afin d'identifier les
genes responsables de la décomposition protéique et du
catabolisme des peptides et des acides aminés, et par
conséquent de la formation de I'aréme du fromage.

Le développement d'une méthode spécifique de dé-
tection quantitative est un premier succes. L'interpréta-
tion bioinformatique des données brutes du séquencage
a montré que la séquence du géne pheS est suffisam-
ment différenciée pour permettre de distinguer L. hel-
veticus des espéces apparentées (Moser et al. 2016). La
méthode développée est trés sensible (il est possible de
détecter 10 copies du gene pheS par ml ou g d'échan-
tillon) et est déja employée dans d’autres projets de
recherche, afin d’identifier et de quantifier les espéces
dans différents habitats comme le lait cru, le petit-lait
entier, le fromage ou les Iégumes fermentés et de suivre
leur évolution pendant la maturation (fig. 2).

Une theése de recherche postdoctorale étudie la
biodiversité microbienne dans le fromage au lait cru,
biodiversité qui influe de maniére déterminante sur les
modifications biochimiques ayant lieu durant la matu-
ration ainsi que sur la présence de défauts dans le fro-
mage. Afin d'analyser le consortium complexe de micro-
organismes dans le fromage au lait cru, des technologies
NGS sont employées qui appréhendent également les
microorganismes non cultivables. Une synthése de la
littérature disponible montre que plus de 400 especes
de bactéries différentes ont été identifiées dans le lait
cru (Montel et al. 2014). Les nouvelles techniques per-
mettent non seulement de séquencer les génomes dans
le fromage au lait cru, mais aussi d’identifier leurs génes
actifs (analyse du métagénome et métaanalyse du trans-
criptome). Le microbiome d’un fromage au lait cru peut
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ainsi étre étudié et caractérisé selon ses propriétés fonc-
tionnelles. De cette maniére, il est possible d'identifier
les microorganismes qui proviennent du lait cru, de
I'environnement dans la fromagerie et des cultures star-
ter pour suivre leur évolution pendant la maturation du
fromage. Par ailleurs, cela permet d’étudier I'influence
de parameétres technologiques sur la biodiversité micro-
bienne. Enfin, il est intéressant de comparer les micro-
biomes du fromage de bonne qualité a ceux du fromage
de moindre qualité pour mieux comprendre I'influence
des microorganismes sur la qualité du fromage.

Une premiére étape a été franchie avec I'établis-
sement d'un mode opératoire (workflow) qui permet
d’identifier les microorganismes dans le fromage.
L'ADN d'un échantillon de fromage (fromage au lait
cru, 90 jours) a été extrait et les genes 16S rARN sur
lesquels se basent les relations de parenté entre les
bactéries ont été séquencés a l'aide d'un séquen-
cage d’‘amplicon sur une plateforme lon Torrent.
L'interprétation bioinformatique et le classement ta-
xonomique des séquences obtenues ont été effectués
avec le logiciel MG-RAST (Meyer et al. 2008). La figure
3 présente les résultats de I'analyse du métagénome
de cet échantillon de fromage au lait cru (Bar et al.
2016). Outre l'espéces connues comme Lactobacillus,
Streptococcus, Brevibacterium qui proviennent du lait
cru ou de I'environnement de la fromagerie ou qui ont
été ajoutées comme culture starter ou complémen-
taire, les chercheurs-euses ont trouvé une série de sou-
ches bactériennes «inattendues», mais connues dans
la taxonomie (par exemple Weissella, Rhodococcus).
De plus, de nombreuses séquences génétiques n‘ont
pu étre attribuées a aucune espéce bactérienne, ce qui
laisse a penser que méme dans le fromage, il existe des
bactéries encore inexplorées jusqu’ici.
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Figure 3 | Microbiome d'un fromage au lait cru a 90 jours de maturati-
on, sur la base d’une analyse du métagénome 16S. Le classement phylo-
génétique a été effectué a I'aide du logiciel MG-RAST (Bér et al. 2016).

D'autres analyses suivront pour décrire le micro-
biome d'un fromage au lait cru et caractériser la
composition, les propriétés et la dynamique des sous-
populations en termes de qualité du fromage. Ces in-
formations nous permettront de mieux comprendre
I"influence des microorganismes sur la biochimie de la
maturation du fromage et donc de mieux la contréler
et éventuellement méme de I'accélérer. Les causes des
défauts du fromage entrainant une perte de valeur
seront mieux comprises et des mesures pourront étre
prises pour améliorer la qualité. ]
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