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Résumé— Une analyse métagénomique de 2 lignées de laplestisénés de facon divergente sur 10
générations pour le caractére lipides intramusail@GA et GB) a été réalisée. Des échantillons du
contenu caecal de 40 lapins appartenant & chagneeliont été analysés. Aprés I'analyse de la guddis
séquences obtenues, 6 230 genes ont été idertifiagir des échantillons du microbiote. Les garas
détectés dans 25% des échantillons ont été élimimssant finalement 4, 540 geénes. Considéraiit qu'
s'agit de données de composition, elles ont énsfisamées a l'aide de la méthode du log-quotiemirée

On a effectué une analyse PLS-DA (Projection suucgires latentes, analyse discriminant) afin
d'identifier les génes liés a la discrimination tigsées a teneur haute et basse en lipides inseutaire.
Aprés la premiére analyse PLS-DA, les génes ave¥IBmr 1 ont été sélectionnés, laissant 105 génes
capables de discriminer les individus appartenachague lignée, avec?€0,92 de validation croisée.
Ces génes microbiens codent pour des protéinesquégls dans différentes voies métaboliques, lessvoi
les plus importantes étant celles du métabolisneegétique (18 génesl.analyse a été répétée pour ces
18 génes, obtenant une validation croisée avee @52. Deux génes impliqués dans le métabolisme d
méthane, sous-unité béta de malate-CoA ligase (&2yét dihydroxyacétone kinase (K00863), avaient
la valeur VIP la plus élevée, montrant une relapertinente avec les lipides intramusculalra.lignée
haute GA a montré une plus grande abondance ds gapéqués dans des voies glucidiques spécifiques
telles que le mannose et le fructose (L-rhamnasmésase (K01813), P = 0,99, et la dihydroxyacétone
kinase (K00863), P = 0,82). Dans la ligne de lipidgramusculaires faibles (GB), d'autres genesceé

la D-sedoheptulose 7-phosphate isomérase (K03274)@&-antigéne ligase (K02847), impliqués dans la
biosynthése des lipopolysaccharides, étaient fdaadants (P = 0,98 et P = 0,99, respectivement).

Abstract — Metagenomic answer to selection of intramuscular fiids in the rabbit. A metagenomic
analysis of 2 rabbit lines divergently selectedifdramuscular fat (GA and GB) was performed. Checa
content samples from 40 rabbits belonging to eaehwere analysed. After analysing the qualitytaf t
sequences obtained, 6,230 genes were identified thhe metagenomic samples. The undetected genes in
25% of the samples were removed, eventually lea®j640 genes. Considering that they are compaosition
data, they were transformed using the log-quotieemtred method. PLS-DA (Latent Projection,
Discriminant Analysis) analysis was performed teritify genes related to the discrimination of hégiu

low intramuscular fat lines. After the first PLS-Daalysis, "VIP" genes with a VIP> 1 were selected,
leaving 105 genes capable of discriminating indiaig belonging to each line, with cross-validat@e

0.92. These microbial genes encode proteins indolwe different metabolic pathways, the most
important pathways being related to energy metabo(i1l8 genes). The analysis was repeated for these
18 genes, obtaining cross-validation with €0.52. Two genes involved in methane metaboliseta
subunit of malate-CoA ligase (K14067) and dihydmostone kinase (K00863), had the highest VIP
value, showing a relevant relation with intramuscuht. The GA line showed a greater abundance of
genes involved in specific carbohydrate pathway$ as mannose and fructose, L-rhamnose isomerase
(K01813), P = 0.99, and dihydroxyacetone kinase08€63), P = 0.82. In the low intramuscular fat line
(GB), other genes such as D-sedoheptulose 7-phespbamerase (K03271) and O-antigen ligase
(K02847), involved in lipopolysaccharide biosyntisesvere more abundant (P = 0.98 and P = 0.99,
respectively).

Introduction microbien du tube digestif (Krajmalnik-Brown et

Augmenter le contenu en lipides intramusculairesal' 201.2)’ et d‘autre_s processus tels que le
g P métabolisme des glucides (Yang et al., 2016). Des

(LIM) de la viande présente un grand intérét, q > | ition d
économique car la viande est plus tendre, pIu§tu es récentes montrent que fa composition du

juteuse et cela améliore sa saveur. CertaingQicrobiote peut également étre déterminée par le

études établissent. chez 'homme et la. souris énome de l'individu ou le microbiote est hébergé
lien entre les dépbts lipidiques et le profil

Blekhman et al., 2015; Bonder et al., 2016).
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Néanmoins, le lien de cause a conséquence entdéscriminante basée sur les projections sur les
le profil génétique de I'héte et la composition dustructures latentes (DA-PLS, SIMCA, P + 15.0.1,
microbiote est encore limité. Umetrics, Umea, Suéde) avec un vecteur de

Deux lignées de lapins de méme origine génétiquelassification GA vs GB comme variable
ont été développées et sélectionnées en fonction @€pendante et les 4 540 genes microbiens en tant
la teneur en lipides intramusculaires, haute (igné due variables indépendantes. Les variables ont ete
GA) et basse (lignée GB) pendant dix génération§elect|onnees sur la base du cr_ltere_z d'importance
(Martinez-Alvaro et al. 2016). Ces lignéesde c_ha’que variable d\ans laprojection (VIP). En
constituent un matériel exceptionnel pour I'étudefonsidérant que les genes microbiens avec un VIP
des bases génétiques du dépdt gras et des LIM, ca}-0 contribuent peu a la prédiction, ils ont ete
ils sont modifiés aprés la sélection & partir d'unéliminées jusqu'a ce que le modele DA-PLS perde
origine génétique commune, contrairement a |£l€ 1a capacité predictive, mesurée par fe d@ .
comparaison de deux races différentes, quyalldatlon croisée. Le modéle final a été construit
peuvent différer par de nombreux autres génesVeC 3 composants latents et comprenait 105
Dans cette étude, nous allons a étudier la répongenes.  Ensuite, les  voies — metaboliques
corrélée a la sélection pour les LIM et le correspondant & ces 105 génes ont été identifiées.
métagénome du contenu ceecal, et nous allor3ans cette étude, nous nous sommes concentrés
essayer d'identifier les voies métaboliquessur les génes impliqués dans le métabolisme
modifiées aprés la sélection. énergétique (18 génes au total). Ces 18 génes ont
été analysés avec un modéle DA-PLS les incluant
comme variables indépendantes et le vecteur de
1. Matériel et méthodes classification GA vs GB en tant que variable
1.1. Protocole expérimental dépendante. Ce modele a été construit avec un seul

. o . %omposant latent. L'abondance relative des génes
La procédure de sélection pour le développemen " L . fen R
ont été estimée par animal, en se référant a la

des lignes GA et GB a été décrite dans Martmezéomme des décomptes des 105 génes modifiés

Alvaro et al. (2016) pour les sept premiéresa res sélection que nous avons considéré
gé,nératiqns, et la mé’mej procédure de SéleCtioni%portants Par la suite, les distributions
g}f.:g;tse; Si(r):;r Igessge”r;?]rgl:;)nézuné?ngg. ?;'Z?amarginaIFz? des_ di,fférences entre les Iignées_ GA et
génération 10 ont été élevés en méme tempGB qnt ete es.tlm(,aes pour I'abqndanf:e relgt_lve des
consommant le méme aliment commercial sanikg genes Impliques dametabqhsme energetique,
2 I'aide du programme Rabbit (ICTA, Universitat

zgﬂ]tgﬁfgsues’as:é';s OSrt] etjeeljssgrlflgz aiagﬁz?j?esPolitecnica de Valér!cia}). Sur ces d_i.st,ributionS

Immédiatément aprées le sacrifice, des échantillonmargmales’ on a estimees la probab|l|te_ pour la
ox WoNifference d'etre positive lorsque la médiane est

de contenu caecal ont été recueillis, homogenels%sositive ou négative lorsque la médiane est

et stockés a -80°C. L'extraction de I'ADN a éténé ativé

faite avec le kit DNeasy PowerSoil (Qiagen). Les 9 '

échantillons ont été séquences avec lllumina

NextSeq dans un kit de 100 échantillons. Le i ] .

couverture moyenne a été de 4394 519 lectured Résultats et discussion

par échantillon. La couverture moyenne par contig.a sélection selon les LIM a eu une réponse

a été de 2,49 lectures par contig. La longueucorrélée a l'abondance relative de 105 génes

moyenne des lectures appariées était de 2 x 15@icrobiens du contenu caecal des lapins, identifiés

pb. Les lectures ont été alignées sur la base dmr DA-PLS. Ces 105 génes classent de maniére

données KEGG (http://www.kegg.jp) et 6 230appropriée des animaux en GA ou GB, comme on

génes microbiens ont été identifiés. Aprés avoipeut le voir avec les résultats de la validation

éliminé ces génes & zéro chez plus de 8 animaux,dtoisée (B3=92%). Ces 105 génes microbiens

nous est resté 4540 genes. codent pour des protéines impliquées dans
differentes voies métaboliques, les plus
1.2. Analyses statistiques importantes  étant celles du métabolisme

Les données métagénomiques ont été prétraite€gergétique (18 genes), de la transduction du
en utilisant la transformation du rapport duSignal (10), du metabolisme des nucleotides (8) et
logarithme centré (clr) en raison de sa naturdn€tabolisme des acides aminés (5), du transport
compositionnelle, comme suggéré par Gloor et afnembranaire (5), de la réplication et la réparation
(2017). Les génes microbiens qui différent dangles acides nucléiques (3), la traduction (3) et le
les deux lignées ont été identifiés par une analys@€tabolisme des cofacteurs et des vitamines (3).
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Tableau 1. Génes microbiens impliqués dans le métalisme énergétique avec des différences dans
leur abondance relative dans les lignées de graisséramusculaire haute (GA) et basse (GB).

KEGG Moyenne GA-GB  Proba.
K14067 malato-CoA ligase, sousunité béta 315 147 0,98
K00863 dihidroxiacetone quinase 81 44 0,82
K01813 L-ramnose isomerase 5489 773 0,99
K15987 stimulation de la pompe a sodium a pyrophosphategise 14138 1437 0,98
K18697 phosphatidil-glycero-phosphatase C 1637 714 0,98
K01183 chitinase 1799 661 0,95
K12339 cysteine synthétase B 1379 377 0,92
K07248 lactaldehydo déshydrogenase /glycolaldéhyde déshgdase 811 304 0,84
K01208 cyclomaltodextrinase 7914 -989 1,00
K03079 L-ribulose-5-phosphate 3-épimerase 535 -264 1,00
K16951 sulfito réductase anaérobie, sous-unité B 415 -124 1,00
K00362 nitrite réductase (NADH), grande sous-unité 1766 -490 1,00
K02847 O-antigene ligase 5571 -2708 0,99
K13015 UDP-N-acetyl-D-glucosamine déshydrogenase 848 -182 1,00
K01040 glutaconate CoA-transférase sous-unité B 121 62 1,00
K03271 D-sedoheptulos 7-phophato isomerase 5145 -473 0,98
K00374 nitrate réductase, sous-unité gamma 177 -110 0,98

Moyenne = abondance relative des 105 génes sélaésqx 10)
GA-GB = différence d'abondance relative entre lign@eur les 105 génes sélectionnés (%) 10
Proba. = probabilité pour que la différence GA-GR différente de 0 (positive ou négative)

Ce travail s'est concentré sur les génes microbiera lignée GB, d'autres génes tels que la D-
impliqués dans les voies du métabolismesedoheptulose 7-phosphate isomérase (K03271) et
énergétique. Le tableau 1 montre les gének O-antigéne ligase (K02847), impliqués dans la
microbiens impliqués dans les voies énergétiquebiosynthése des lipopolysaccharides, étaient plus
avec une abondance relative différente entre leasbondants (P=0,98 et P=0,99, respectivement).
lignées GA et GB. Deux génes impliqués dans lé-inalement, lorsque nous avons analysé ces 18
métabolisme du méthane, sous-unité béta de Igénes microbiens dans un modéle DA-PLS, fe Q
malate-CoA ligase (K14067), et dihydroxyacétoneobtenu aprés validation croisée était de 56%, ce
kinase (K00863),avait la valeur VIP la plus qui montre un haut pouvoir de classification pour
élevée, montrant une relation pertinente avec laes géenes.

graisse intramusculaire.

La méthanogenése est un processus qui CONSOMIAL clusions

de I'nydrogéne (§. Celui-ci est un produit final —— N P :
de la fermentation des glucides, et il itNotres  résultats ~ préliminaires  soulignent

agit X S . A
également en tant que régulateur de celle-ci. undmportance du microbiote intestinal sur le depot

étude chez 'homme et la souris suggeére qu'i‘ije lipides dans le muscle chez le lapin, et mohtren

existe un enrichissement en méthanogeneS4e la sélection par les LIM conduit & une réponse

oxydant H chez les individus obéses corrélée dans le profil métagénomique. Dans cette
consommant plus efficacement, gt entrainant etude, centrée sur les voies du metabolisme
ainsi un taux de fermentation plus éleve€Nergétique, —nous —avons ~ observé  un
(Krajmalnik-Brown et al., 2012). En outre, la enrichissement de différentes voies en GA et en
lignée GA a montré une plus grande abondance daB suite a la selectlor_l. De plus, ces \resultats
génes impliqués dans des voies glucidiqueé,r_npl_'q_uent une connexion entre les genes de
spécifiques telles que le mannose et le fructose, LIndIVIdU et les genes microbiens de leur contenu
rhamnose isomérase (K01813), P=0,99, et |gaecal.

dihydroxyacétone kinase (K00863), P=0,82. Dans
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16 lapins échantillon

17 lapins

lllumina NextSeq / reads (2 x 150 bp) / KEGG database

Traitement de données
Estimation bayesienne pour les 0
Estimation abondances relatives
Transformation CLR (centred log ratio)

Analyse statistique
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Resutats
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Résutats

La sélection a modifié le profil métagénomique des lignées
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Résutats

GA — GB en abondance relative
des genes du métabolisme des glucides

I GA-GB
KEGG Description (x10°) Py
K01813 L-ramnosaisomerasa 3.73 1.00
K00029 malato deshidrogenasa (oxaloacetato-decarboxilico)(NADP+) 3.21 0.92
K14067 malato-CoA ligasa subunidad beta 0.67 1.00
K01208 ciclomaltodextrinasa -3.98 1.00
K01573 oxaloacetato decarboxilasa, subunidad gamma -2.25 0.98
K00362 nitrito reductasa (NADH) subunidad grande -2.05 0.99
K15897 UDP-2,4-diacetamido-2,4,6-trideoxi-beta-L-altropiranosa hidrolasa -2.00 0.95
K03079 L-ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa -1.12 1.00
K13015 UDP-N-acetil-D-glucosamina deshidrogenasa -0.75 0.98
K16951 sulfito anaerdbico reductasa subunidad B -0.52 0.99
Résutats
GA — GB en abondance relative
des génes du métabolisme des glucides
- GA-GB
KEGG Description (x10°) Py
K01813 L-ramnosaisomerasa 3.73 1.00
K00029 malato deshidrogenasa (oxaloacetato-decarboxilico)(NADP+) 3.21 0.92
K14067 malato-CoA ligasa subunidad beta 0.67 1.00
K01208 ciclomaltodextrinasa -3.98 1.00
K01573 oxaloacetato decarboxilasa, subunidad gamma -2.25 0.98
K00362 nitrito reductasa (NADH) subunidad grande -2.05 0.99
K15897 UDP-2,4-diacetamido-2,4,6-trideoxi-beta-L-altropiranosa hidrolasa -2.00 0.95
K03079 L-ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa -1.12 1.00
K13015 UDP-N-acetil-D-glucosamina deshidrogenasa -0.75 0.98
K16951 sulfito anaerébico reductasa subunidad B -0.52 0.99
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