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Figure 11.3.9 : PLS loadings and network evaluating the structure od associations between
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Figure 11.4.4 : Correlation matrix of metabolites measured during the MIX phase in
plasma (above the diagonal) and rumen (below the diagonal). Correlations of a
metabolite between the two biological fluids are given on the diagonal. Gray squares
correspond to non-existing correlations. White squares are non-significant correlations
after Benjamini-Hochberg adjustment of p-values.............cccooooviiiiiiiiiii, 198
Figure 11.4.5: Summary of plasma metabolite correlations. Significant correlations
higher than 0.5 in absolute values specifically in the CONC phase, the MIX phase, or
under both diets are represented in orange, green, and purple, respectively. Negative

correlations are marked by dashed lines and positive correlations are marked by solid

Figure 11.4.6 : Summary of metabolites found to be associated with genetic lines or
phenotypic RFI groups. Gold circles and blue circles indicate that metabolites were
associated with line rfi- and line rfi+, respectively. Gray circles indicate that the
metabolites were not identified in our study. Green circles indicate that the metabolites
were identified but not significantly associated with either of the lines. Gold and blue
backgrounds represent the association between a metabolite and rfi- or rfi+
phenotypic groups, respectively. Dashed lines represent several reactions in a
pathway. Dotted lines represent potentially reversible reactions.............c..c.coceeennn, 204
Figure 11.4.7 : Experimental design. Periods marked in red indicate that the feeders
were not stopped prior to sampling. * Concentrate and forage distributed as a TMR
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Figure 11.4.S1 : Discriminant analysis of the plasma metabolites measured during the
CONC phase according to phenotypic RFI groups. Efficient animals are the ones that
had a phenotypic RFI between —-328 and -75 g/day and inefficient animals are the ones
that had a phenotypic RFI between 75 and 546 g/day. (A) Accuracy of the PLS-DA
models assessed using AUROC; red line marks the maximum AUROC value obtained
with 11 components. (B) Selection of the variables contributing the most to the

discriminant analysis using a VIP approach. (C) Loading values assigned to each
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Introduction Générale

L’efficacité alimentaire s’est imposée dans les 50 derniéres années comme un des axes majeurs
de réduction des cotts d’élevage par optimisation de la production. Cette optimisation a aussi
un intérét sur le plan environnemental que ce soit en limitant 1’éructation de méthane et de
dioxyde de carbone chez les ruminants ou I’excrétion fécale ou urinaire d’éléments
potentiellement polluants par les animaux de rente. Ces enjeux économiques et écologiques
sont renforcés par I’augmentation des besoins en denrées d’origine animale liée a la croissance
démographique mondiale importante, a peine contrebalancée par la réduction de la
consommation de produits animaux dans les sociétés occidentales. En effet, a I’horizon 2050,
la population mondiale devrait atteindre les 9,7 milliards d’individus d’apres 1’United States
Census Bureau et I’émergence de la classe moyenne dans les pays en développement,
notamment la Chine, résulte en un besoin grandissant de viande et de produits laitiers
(Alexandratos, 2012; Bruinsma, 2009; United States Census Bureau, 2020).

Au sens strict, ’efficacité alimentaire est liée a la capacité a atteindre des objectifs sans
considération des moyens mis en place tandis que I’efficience alimentaire, terme assez peu usité
en frangais bien qu’étant la traduction littérale de la « feed efficiency » trés utilisée dans les
pays anglophones, consiste & mettre en relation les résultats et les ressources utilisées. A un
niveau de performance identique, I’animal le plus efficient est celui qui utilise le moins de

ressources.

Ces ¢éléments d’objectifs, de résultats et de ressources sont les trois sommets du « triangle de la
performance » développé par Gibert en 1980 (Figure Introduction 1) souvent utilisé en gestion
d’entreprise pour assurer la rentabilité d’un systeme (Gibert, 1980). La rentabilité d’un systéme
dépend a la fois des intrants et des produits. Ces trois sommets sont reliés par des axes
caractérisant respectivement 1’efficacité d’un systéme, c’est-a-dire sa capacité a repondre aux
objectifs prédéfinis, son efficience, c’est-a-dire sa capacité a produire des résultats en regard
des ressources consommees, et sa pertinence, c’est-a-dire sa capacité a utiliser les bonnes

ressources pour atteindre un objectif.



Pertinence:
Utiliser les bonnes
ressources pour les
objectifs.

Efficacité :
S’approcher au mieux
d’objectifs prédéfinis.

Ressources

4+

Efficience:
Valoriser les
ressources a résultat
constant.

Figure Introduction.1 : Triangle de la performance, d'apres Gibert (1980).

Si I’on transpose ces €léments a la production animale, I’efficacité se caractérise par la mesure
de phénotypes d’intérét en regard des objectifs de production, I’efficience par la comparaison
entre les phénotypes et la consommation et la pertinence par 1’adéquation entre I’alimentation

(et les conditions environnementales) et les objectifs attendus.

Au cours du dernier siécle, les animaux ont été sélectionnés pour des critéres de production
laitiere ou de croissance, donc sur des critéres d’efficacité. Chez les ruminants, cette sélection
a conduit en paralléle a une augmentation de la capacité d’ingestion dépendante du potentiel de
production de 1’animal mais s’est assez peu concentrée sur les colts generés par cette
augmentation de consommation ou par son impact environnemental (INRA, 2018). De plus,
bien que les ruminants soient capables de valoriser des sources alimentaires non valorisables
par ’homme, il subsiste une compétition entre les élevages bovins et ovins intensifs et
I’alimentation humaine pour les céréales et dans une moindre mesure pour certaines graines
oléagineuses (soja, colza, lin) ou protéagineuses (pois, féverole, lupins). Une sélection sur les
performances peut étre responsable d’une augmentation des colts car I’augmentation des
ressources consommeées par un animal n’est pas proportionnelle a ’augmentation de ses
performances. En effet, I’animal est un systéme thermodynamique complexe et les relations
entre la production et les pertes ne sont pas nécessairement linéaires. On distingue

classiquement le besoin d’un animal en deux sous-parties que sont son besoin d’entretien et son



besoin de production et on considére efficient un animal qui a ressources égales alloue une part
plus importante de ses apports a la production ou qui a production égale a des besoins
d’entretien réduits. L’efficience alimentaire, bien qu’étudiée depuis pres de 50 ans, est encore

assez incomprise.

Dans ce travail de these, il s’agira dans une premiére partie de retracer 1’évolution des concepts
associés a I’efficience alimentaire ainsi que les différentes pistes envisagées ou développées par
nos prédéecesseurs pour la définir et en comprendre les variabilités interindividuelles en nous
concentrant plus particuliéerement sur les ruminants. En effet, ces derniers partagent des
caractéristiques digestives et métaboliques qui les différencient des autres espéces de rente
ayant fait I’objet d’études concernant 1’efficience alimentaire. Nous nous placerons ensuite a
I’interface animal-aliment dans 1’objectif d’appréhender ce qui, dans I’efficacité digestive,
explique les variations d’efficience alimentaire avant d’aborder les phénoménes métaboliques

intrinséques de 1’animal pouvant le rendre plus ou moins efficient.

Dans une deuxiéme partie, les potentiels déterminants biologiques de I’efficience alimentaire
seront explorés sur des ovins males de race Romane appartenant a des lignées sélectionnées de
facon divergente pour I’efficience alimentaire. Nous analyserons I’efficience phénotypique de
ces animaux au regard de leur appartenance a 1’une ou 1’autre des lignées sous deux régimes
différents, représentatifs de rations distribuées a des ovins en croissance. Par 1’étude de la
communauté microbienne ruminale et des produits issus de son activité, nous nous
concentrerons sur la valence digestive associée a 1’efficience alimentaire et par analyse du
métabolome plasmatique nous nous intéresserons a la part de I’efficience alimentaire liée au

métabolisme de 1’hdte et a I’interaction hote-microbiote.

Enfin, nous conclurons sur les apports de I’étude du microbiote ruminal et des métabolites
ruminaux et plasmatiques a la compréhension des phénomeénes biologiques sous-jacents a
I’efficience alimentaire. Une meilleure compréhension des mécanismes complexes a 1’origine
de la variabilité¢ interindividuelle d’efficience alimentaire permettrait de mieux relier la
génétique des animaux a leur phénotype et d’ainsi améliorer la sélection sur ce caractére en

ovins allaitants.



Partie |.Etude Bibliographique

Chapitre 1. L’efficience alimentaire

1. Définir I’efficience alimentaire.

a)  Définition des objectifs et produits attendus

Efficacité et efficience alimentaire ont en commun qu’elles nécessitent une mesure objective
des performances de 1’animal, dans un cas pour les mettre en regard de 1’objectif poursuivi,
dans I’autre pour les relativiser par rapport aux ressources consommees pour les obtenir. De
moins en moins d’animaux sont utilisés pour leur production de travail ou de laine et, dans la
plupart des cas, la performance recherchée est liée a la production de denrées alimentaires
(Matika et al., 2013).

On considérera difféeremment un animal destiné a la production laitiere et un animal destiné a
la production bouchére. Dans le premier cas, on cherchera a avoir un animal qui valorise
aisément son alimentation et la mobilisation de ses réserves pendant la lactation et capable de
reconstituer rentablement ses réserves sur la fin de lactation et pendant le tarissement. Dans le
second&, on cherchera a avoir la meilleure production de viande pour un minimum d’ingéré.
Pour considérer 1’efficience globale du systeme allaitant, il faudrait néanmoins prendre en
compte I’efficience des femelles allaitantes qui constituent une des dépenses majeures du
troupeau puisque restant plus longtemps dans I’élevage et dont les performances sont liées non
seulement a leur production bouchére mais également a leur intervalle entre mises bas

successives, leur prolificite et & la survie de leur progéniture.

Il conviendra donc de définir les objectifs de production attendus convenablement pour discuter
de D’efficacité des animaux. Pour ce qui est de ’efficience, il s’agira de mettre en regard les
résultats zootechniques avec la ressource consommeée, la plupart du temps mesurée en quantité

de matiere seche ingérée (MSI) et parfois représentée par une quantité d’énergie ingérée.



b)  Détermination de I’ingestion
I. Définition de l'ingéré

La mesure d’ingestion la plus communément admise est la quantit¢é de MSI. Pour les
comparaisons entre études, il est nécessaire d’exprimer 1’ingestion en ces termes ou de
renseigner la matiére séche de I’aliment utilisé puisque la quantité de matiere brute (MB)
ingérée, seule, est assez peu informative. En effet, entre un concentré ou un foin dont la matiere
séche (MS) avoisine les 85-90% et un ensilage ou de I’herbe, dont la MS varie entre 12 et 40%
(selon la nature du fourrage, les modalités de récolte et de conservation), I’écart est assez
important. Lorsque c’est la quantité d’énergie qui est utilisée comme mesure de 1’ingestion il
s’agit, dans la plupart des cas chez les monogastriques, d’énergie métabolisable c’est-a-dire de
la part de 1’énergie contenue dans I’aliment et absorbée aprés digestion a laquelle sont
soustraites les pertes fécales représentant 1’énergie non digestible et les pertes urinaires et par
éructation représentant 1’énergie non métabolisable (Figure 1.1.1). Chez les ruminants, il s’agit
généralement de 1’énergie nette, c’est-a-dire 1’énergie métabolisable non dissipée par extra-
chaleur. Cette énergic nette sera orientée soit vers I’entretien, incluant les renouvellements
tissulaires et la thermorégulation par exemple, soit vers la production, qu’elle soit laitiére ou de

tissus musculaires et adipeux (McDonald et al., 2011).

Energie brute (issue de la
combustion)

Pertes Pertes par . . . .
S : A Energie métabolisable
urinaires eructation

Extra-chaleur Energie nette
Pertestotales, Entretien Production
par chaleur

Figure 1.1.1 : Partitionnement de I'énergie brute ingérée chez les ruminants, d'apres McDonald (2011).




ii. La mesure de ['ingéré

La mesure de D’efficience alimentaire dépend, tout d’abord, d’une mesure adéquate des
quantités d’aliments ingérées, qu’il s’agisse de fourrages ou de concentrés. La mesure de
I’ingéré peut se faire par différence entre les apports et les refus mais il est difficile, par cette
approche, d’obtenir des valeurs individuelles d’ingestion. En effet, les animaux d’élevage sont,
pour la plupart, des animaux sociaux, conduits en lots, et mangeant, pour certains, tout au long

de la journée ce qui rend difficile 1’établissement de repas individuels.

Dans de nombreux élevages de ruminants, en particulier de bovins, des dispositifs individuels
et automatiques de distribution de concentrés sont mis en place. Ces dispositifs permettent une
pesée dynamique. Chaque animal entrant dans le distributeur est identifi¢ a I’aide d’une boucle
ou d’un collier émetteurs et la quantité de concentrés consommeée par 1’animal au cours du repas
est déduite de la pesée en entrée et de la pesée en sortie. L estimation de la consommation de
fourrages par des dispositifs similaires, utilisée dans I’expérimentation développée en Partie 11,

est plus complexe et peu utilisable en élevage commercial.

Quel que soit le dispositif de pesée, la quantité ingérée patira d’une incertitude liée au « gachis »

d’aliment, c’est-a-dire a la part d’aliment prélevée par I’animal mais non ingérée.

Des méthodes d’évaluation indirecte de la consommation de fourrage ont été proposées
notamment pour I’estimation de la quantité d’herbe ingérée en pature, difficilement mesurable
directement. Une technique classique consiste a estimer la masse d’herbe ingérée par le
différentiel de hauteur de la pature a I’entrée et a la sortie du lot d’animaux. Cette méthode,

comme la pesée d’herbe fauchée, ne permettent pas une estimation individuelle de I’ingéré.

Enfin il est possible d’approcher la quantité de MSI a partir de la concentration fécale d’un
¢lément inerte administré qui permet de connaitre I’excrétion fécale quotidienne et a partir de

la digestibilité de 1’aliment, qui doit étre connue, de calculer I’ingestion (Bell et al., 1988).

A la fin des années 1980, Mayes et collaborateurs ont proposé la méthode des n-alcanes qui
consiste a estimer la consommation de fourrage dans une ration mixte soit a partir d’un alcane
supposé indigestible, soit a partir des concentrations d’une paire d’alcanes, 1’un présent
naturellement dans le fourrage (souvent un alcane a chaine impaire) et 1’autre synthétisé (a
chaine paire), de longueur similaire, présent en trés faible quantité dans le fourrage et inclus en
quantité connue dans la ration (Malossini et al., 1990; Mayes et al., 1986). Dans le premier cas,

il s’agit de quantifier exactement la concentration de cet alcane dans les féces et I’excrétion



fécale journaliere afin d’obtenir la quantité d’alcane consommée et donc la quantité de fourrage
consommeée. Dans le second cas, il n’est pas nécessaire de connaitre I’excrétion fécale mais
seulement la concentration des deux alcanes. Une méta-analyse menée sur bovins et ovins a
mis en évidence une corrélation forte (supérieure a 0,94) entre 1’ingestion mesurée et 1’ingestion
prédite par la méthode des n-alcanes mais le fait que ces alcanes ne soient pas totalement
récupérés dans les feces dans I’intervalle de temps considéré et la lourdeur de la procédure

rendent ces méthodes peu applicables en pratique (Andriarimalala et al., 2020).

En conclusion, plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour estimer I’ingestion des animaux.
La méthode la plus directe et précise, sous réserve que les animaux ne parviennent pas a prélever
I’aliment sans le consommer, est la pesée de concentrés et de fourrage, idéalement distribués
séparément de maniere a ce que 1’ingestion massique soit un bon reflet de 1’énergie et des
nutriments ingérés. Cette méthode suppose gue les animaux n’aient pas acces a de 1’aliment en

dehors des dispositifs de contrdle de 1’ingestion.

ii. Facteurs de variation de [’ingestion volontaire

Le contrdle de I’ingestion alimentaire chez les ruminants est complexe, il integre des processus
de stimulation liés au statut énergétique de 1’animal ainsi qu’a des variables sensorielles ou
sociales et des processus inhibiteurs principalement liés a la distension du rumen (National

Academies of Sciences, Engineering, and Medicine, 2021).

La quantité d’aliment ingérée quotidiennement est essentiellement déterminée par le poids
métabolique des animaux, ¢’est-a-dire leur poids élevé a la puissance 0,75 (Kleiber, 1961), et,
lorsque les animaux sont en croissance, par leur gain moyen quotidien ainsi que par des facteurs
alimentaires tels que la richesse en fibres de I’aliment, la nature et la digestibilité des fibres
(Blaxter et al., 1961; Lewis & Emmans, 2010), la concentration en protéines, en matiéres
grasses (Alba et al., 2021), la teneur en sucres ainsi que la qualité de conservation de 1’aliment
(Pulina et al., 2013). Pour un animal et un aliment donnés, les principaux autres facteurs de
variation de I’ingestion volontaire sont environnementaux. Parmi ces facteurs on compte, en
particulier, la température externe qui, au-dela de la zone de confort de I’animal, peut avoir un

effet dépresseur de I’appétit.

Dans le cadre d’expérimentations encadrées et en intérieur, les facteurs propres a la nature des

aliments et les facteurs environnementaux tels que la température sont communs a tous les



animaux. La variabilité génétigue des animaux et les éventuelles interactions
génétique/environnement, c¢’est-a-dire la fagon qu’ont les animaux de supporter ou subir les
contraintes environnementales, sont alors les principales sources de variation de 1’ingestion

volontaire (Marie-Etancelin et al., 2019).

Selon les études, la variation d’ingestion peut étre exprimée en écart-type (SD), en erreur type
de la moyenne (Standard Error of the Mean : SEM) ou en erreur standard de la différence des
moyennes (Standard Error of the Difference between the means) quand plusieurs groupes sont
compares. Dans le tableau ci-dessous, les différents indicateurs de variation d’ingestion ont été

convertis en SD pour que les études soient comparables (Tableau 1.1.1).

Le coefficient de variation de I’ingestion volontaire des ovins pour des régimes riches en
cocnentrés est similaire a celui obtenu chez des bovins : 14,5% dans la méta-analyse réalisée
par Berry et Crowley sur les données d’ingestion de 2605 taureaux de différentes races ou
11,5% pour les 789 taurillons charolais de 1’étude menée par Taussat et al. (Berry & Crowley,
2012; Taussat et al., 2020).

Tableau 1.1.1 : Variabilité de l’ingestion chez les ovins nourris avec des régimes riches en concentrés.

Etude Nombre d’animaux SD (kg | Moyenne | CV (%)
MS) (kg MS)

Giraldez et al 2021. 20 agneaux males Asaf (70j) | 0,13 1,25 10,5

Ellison et al. 2019 * 32 agneaux femelles Targhee | 0,62 3,46 17,9
(age non renseigné)

Marie-Etancelin et al. | 951 agneaux males Romane | 0,25 1,96 12,6

2019 * (100j)

Zhou et al. 2017 137 agneaux males Hu (115j) | 0,18 1,22 14,8

Zhang et al. 2021 653 agneaux males Hu (180j) | 0,21 1,51 13,9

Liang 2017 20 agneaux males Hu (&ge non | 0,18 1,61 11,1
renseigne)

*Quantités en kg MB.

c) Les différents indices d’efficience alimentaire

Les indices d’efficience alimentaire visent a mettre en relation 1’ingestion des animaux avec
leurs performances (Yeaman et al., 2013). Dans le cas des animaux allaitants en croissance,
deux catégories sont principalement utilisées : 1’une basée sur les ratios entre 1’ingéré et la
production avec en particulier I’indice de conversion, 1’autre basée sur des régressions linéaires

de I’ingestion ou du croit.



i Indice de conversion

L’indice de conversion, autrement appelé FCR pour Feed Conversion Ratio, est le quotient
obtenu par la division de la quantité d’aliments ingérée quotidiennement par le GMQ. Cet indice
(ou son inverse, parfois noté FCE pour Feed Conversion Efficiency) a trés longtemps été
considéré comme le critére de référence de 1’efficience alimentaire, en particulier pour les
animaux en croissance pour lesquels le GMQ, en tant qu’indicateur de la quantité de tissus
déposés, est fortement corrélé avec ’ingestion. Il demeure I’indice le plus utilisé dans les
filieres d’élevage car il est assez simple a comprendre et a calculer. Cependant, en recherche,

de nombreuses remises en question ont émergé des 1930.

En 1965, Sutherland a rapporté que dans la plupart des études qui utilisaient le FCR comme
indicateur de I’efficience alimentaire on observait une forte corrélation entre le GMQ et cet
indice (Sutherland, 1965). Par ailleurs, calculer le FCR revient a calculer la pente k de
I’équation : MSI = k x GMQ mais ¢’est potentiellement étendre la linéarité de la relation entre
ces deux variables au-dela du raisonnable (Tanner, 1949). En effet, un GMQ nul ne correspond
pas a une ingestion nulle puisque les besoins d’entretien doivent toujours étre couverts et a
GMQ faible le FCR tend trés vite vers 1’infini. Cela découle de I’absence de partitionnement
entre les différents besoins dont les principaux sont le besoin d’entretien et le besoin de

croissance pour les animaux jeunes.

Un moyen de partitionner les besoins d’entretien et de croissance est de soustraire a 1’ingestion
un ingestion théorique liée aux besoins d’entretien, obtenue a partir de tables calculées sur un
grand nombre d’animaux ou par mesure en chambre calorimétrique avant de faire le ratio
GMQ/consommation liée a la croissance. Cette méthode, appelée Partial Efficiency of Growth,
présente quelques défauts. D’une part, elle ne prend pas en compte la variabilité
interindividuelle potentielle des besoins d’entretien puisqu’on enléve une constante a
I’ingestion de tous les individus, d’autre part, si elle peut étre individualisée par I’utilisation de
cages a métabolisme, ces dispositifs sont colteux et difficilement utilisables pour des gros
animaux. In fine, cette méthode présente I’intérét d’étre moins fortement corrélée au GMQ que
le FCR mais, puisqu’il s’agit toujours d’un ratio, on n’a pas d’indépendance vraie entre
I’indicateur d’efficience et les paramétres utilisés pour son calcul contrairement a d’autres

indices basés sur des modéles de régression de I’ingestion.



ii. Consommation alimentaire résiduelle

Le concept de consommation résiduelle d’aliment ou Residual Feed Intake (RFI) a été introduit
par Koch et al. comme la différence entre la consommation réelle d’aliment et la consommation
d’aliment estimée a partir du poids métabolique de 1’animal et de son gain moyen quotidien

représentant respectivement les besoins d’entretien et de croissance (Koch et al., 1963).

Par ailleurs, la RFI est assez flexible et permet I’incorporation d’autres puits énergétiques selon
la production d’intérét ce que ne permettent pas les indices de type ratio. Ainsi, en élevage
laitier la RFI est souvent calculée a partir d’un modéle qui, en plus de I’entretien et de la
croissance, considere la production laitiere et la composition du lait (Fischer, 2017). En élevage
allaitant, il est possible d’intégrer dans les calculs de RFI des données de composition corporelle
afin de s’affranchir des corrélations qui existeraient entre ces caractéres et I’efficience
alimentaire (Basarab et al., 2003; Schenkel et al., 2004). L’ajout d’éléments en lien avec la
production de I’animal dans le modéele linéaire permet de se rapprocher des déterminants
biologiques de I’efficience alimentaire indépendants de la production. Ce modele peut étre

d’autant plus précis que les déterminants liés a la production sont bien caractérisés.

La principale limite de la RFI réside dans la possible accumulation des erreurs de mesure ou
des limites de précision de la mesure des prédicteurs (Berry & Crowley, 2013). Par ailleurs, une
valeur de RFI ne peut pas considérée comme une mesure absolue de I’efficience alimentaire.
En effet, puisqu’elle dépend des paramétres inclus dans le modéle, de la qualité de 1’aliment
ainsi que de I’ingestion moyenne des animaux, elle peut uniquement servir & comparer des
animaux inclus dans la méme régression linéaire. Un animal présentant une RFI négative dans
un troupeau inefficient pourra étre moins efficient qu’un animal présentant une RFI positive
dans un troupeau efficient. Enfin, le calcul de la RFI ne peut pas étre réalisé sur un faible nombre

d’animaux, d’autant moins si les paramétres intégrés au modele sont nombreux.

D’autres indices basés sur des régressions linéaires ont été développés comme le gain résiduel
(ou residual gain, RG) qui est la régression du GMQ par I’énergie ingérée (ou la MSI) et le
poids métabolique et qui va avoir tendance a séparer les individus a forte croissance et les
individus a faible croissance (Crowley et al., 2010). Le Residual Intake and Body Weight Gain
est, quant a lui, basé sur une combinaison linéaire de la RFI et du RG et a été créé pour tenter
de concilier la tendance a la sélection de petits animaux économes de la RFI et la tendance a la

sélection d’animaux a croissance rapide mais peu économes du RG (Berry & Crowley, 2012).
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Dans la plupart des cas, on observe une convergence entre les différents indices puisque la
plupart d’entre eux évaluent la quantité de MSI en fonction de caractéristiques physiologiques
(Brown, 2005; Carstens & Tedeschi, 2006; Kelly et al., 2010a; Zhang et al., 2021a). La
corrélation entre FCR et RFI est d’autant meilleure que 1’intervalle de temps considéré pour

leur détermination est grand (Zhang et al., 2021a).

Parmi les outils disponibles pour améliorer 1’efficience alimentaire, le premier consiste a
individualiser la gestion des animaux, en particulier par I’intermédiaire de I’alimentation de
précision qui permet de gérer au mieux les apports alimentaires pour maximiser la production
tout en minimisant les rejets. Une autre solution passe par la sélection des animaux les plus
efficients a condition que ce caractere se révéle suffisamment variable et héritable. Cette
sélection a été réalisée dans diverses especes de rentes que ce soient les poulets (Jgrgensen et
al., 1990), les porcs (Cai et al., 2008; Gilbert et al., 2007) ou les bovins (Davis, 1987; Herd et
al., 2004).
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2. Facteurs de variation de ’efficience alimentaire

L’efficience alimentaire, qu’elle soit évaluée par FCR ou par RFI, est un phénotype dont la
variation est la résultante d’effets environnementaux, d’effets génétiques et d’interactions entre

I’environnement et la génétique des animaux.
a)  Facteurs extrinséques et efficience alimentaire
i. Température et photoperiode

Comme développé précédemment, ’efficience alimentaire dépend assez fortement de la
variabilité des besoins d’entretien des animaux. Or, ces besoins sont liés aux conditions
environnementales. En effet, pour maintenir le corps a sa température basale, en dehors de la
température de confort de I’animal, des moyens de régulation sont mis en place au niveau
métabolique (découplage de la chaine de phosphorylation oxydative pour produire de la chaleur
par exemple) ou physiologique (accélération du rythme cardiaque et vasodilatation
périphérique pour évacuer I’excédent de chaleur par exemple). L’augmentation de la dépense
énergétique pour la thermorégulation se fait au détriment de la croissance (Kennedy et al.,
1976). Une augmentation de la température peut ¢galement étre responsable d’une diminution
de I’ingestion mais semble avoir un effet plus modéré sur I’efficience alimentaire (Hill & Wall,
2017). Par ailleurs il peut exister une composante d’interaction génétique x environnement dans
la fagon dont certains animaux réagissent aux variations de température (Jiao et al., 2021;
McManus et al., 2020).

La photopériode ne semble pas avoir une influence majeure méme si un allongement artificiel
de la durée du jour tend a améliorer I’efficience alimentaire (mesurée par FCR) essentiellement

par augmentation de la vitesse de croissance (Schanbacher et al., 1982).

ii. Ration
L’efficience alimentaire, au sens de la valorisation par 1’animal des constituants alimentaires
ingérés, est fortement dépendante de la ration. En effet, a énergie brute ingérée similaire les
quantités d’énergie digestible et d’énergie métabolisable apportées a 1’animal peuvent varier.
Entre autres, la proportion et la nature des fourrages influent sur la digestibilité de la ration et

donc sur I’énergie digestible fournie, ce qui peut impacter I’efficience alimentaire (Algaisi et

al., 2021; Williams et al., 2019). Par ailleurs, I’excés de protéines dégradables ou de protéines
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totales ou un mauvais équilibre énergie/protéines dans une ration peuvent étre a 1’origine d’une
augmentation des pertes azotées urinaires et d’une diminution de I’énergie métabolisable

apportée par cette ration (Batista et al., 2017; Cole & Todd, 2008).

L’interaction entre 1’animal et la ration en lien avec I’efficience alimentaire est assez bien
renseignée dans la littérature et converge vers une reproductibilité assez faible des indices
d’efficience alimentaire suite a un changement de ration (Cassady et al., 2016; Fischer et al.,
2022; Freetly et al., 2020b; Russell et al., 2016). Ce manque de reproductibilité est d’autant
plus marqué que les rations sont différentes en composition (Hernandez-Sanabria et al., 2012;
Lahart et al., 2020). Le principal inconvénient des études comparant les reclassements entre
animaux efficients et inefficients sous différentes rations est la confusion entre le changement
d’aliments et I’age des animaux. L’étude de Asher et al. a permis de contourner en partie ce
probléme en identifiant un reclassement plus faible entre les catégories d’efficience alimentaire
des animaux lorsqu’ils étaient nourris avec le méme régime riche en énergie a 7 mois et a 15

mois, que lorsqu’ils étaient nourris avec un régime plus pauvre a 11 mois (Asher et al., 2018).

iii. Pression infectieuse et parasitaire

L’infestation parasitaire peut €tre considérée comme un effet environnemental ayant un effet
sur I’efficience alimentaire. En effet, une partie des ressources va étre détournée, soit
directement par le parasite dans le cas de parasites se nourrissant du contenu digestif ou des
sécréetions ou dévoyant la fermentation microbienne (Fox et al., 2018) soit indirectement par
spoliation sanguine ou par mobilisation des defenses immunitaires, par exemple (Barling et al.,
2001; Blackburn et al., 1991).

Les mécanismes exacts par lesquels le parasitisme influe sur I’efficience alimentaire sont mal
connus. Plusieurs études récentes suggérent que 1’infestation par Teladorsagia circumcincta
puisse étre responsable d’une production plus importante de méthane par kilogramme de MSI
en lien avec une diminution de I’efficience alimentaire (Fox et al., 2018; Houdijk et al., 2017).
D’autres travaux, montrent que 1’infestation a un effet assez faible sur I’efficience alimentaire
(Bergstrom et al., 1975; Douhard et al., 2022). Enfin, des études meneées sur des bovins ou des
ovins parasités ont conclu a une diminution de 1’ingestion accompagnée d’une diminution de
GMQ mais sans effet sur ’efficience (Bell et al., 1988; Sykes & Coop, 1977).
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b)  Facteurs liés a I’animal et efficience alimentaire
i. Statut physiologique et efficience alimentaire

Chez les mammiferes, globalement, les males ont un GMQ plus important dans les premiers
mois de vie et ont un poids final plus élevé que les femelles. Cette vitesse de croissance plus
¢levée s’explique souvent par une ingestion plus importante (Elzo et al., 2009). La comparaison
d’agneaux males et femelles de 270 jours suivis pendant 84 jours a montré que les males
consommaient en moyenne 740 g d’aliment de plus que les femelles quotidiennement et avaient
un FCR inférieur de 0,81 kg/kgPV (Frederiksen et al., 1967). Sur la base du méme critere, les
ovins males étaient plus efficients du sevrage a 1’abattage (autour de 32 kg de poids vif) que les

femelles, quelle que soit leur race (de Vargas Junior et al., 2014; Karimi et al., 2022).

Cependant, I’inclusion du facteur sexe dans les études utilisant la RFI comme indicateur
d’efficience alimentaire n’améliore pas nécessairement les modeles. Ainsi, dans 1’étude de
Freitas et al., I’introduction simultanée du sexe et du groupe génétique (race et statut pur-sang
ou croisé) au modeéle de RFI proposé par Koch et al. a permis d’améliorer le coefficient de
détermination de I’ingestion marginalement mais au prix d’un Critére d’Information de Bayes

(BIC) plus élevé amenant finalement au rejet du modele plus complet (Freitas et al., 2020).

Une explication possible de 1’effet sexe sur le GMQ et le FCR réside dans la variation
interindividuelle de composition corporelle. En effet, I’é¢tude de Almeida et al. menée sur des
caprins en croissance a montré que le besoin d’entretien a poids égal (dans la gamme de poids
de I’expérience) ne différait pas entre males entiers, males castrés et femelles mais que le besoin
de croissance différait, étant plus élevé chez les femelles, puis chez les males castrés que chez
les méles entiers en lien avec une composition corporelle plus grasse chez les femelles que chez
les méles (Almeida et al., 2015). Le National Research Council et 'INRAE estiment que les
besoins énergétiques et protéiques de petits ruminants males entiers sont 10 a 15% supérieurs

a ceux des males castrés (INRA, 2018; National Research Council, 2007).

Par ailleurs, il semble que I’efficience alimentaire décroisse avec 1’age chez les ruminants et
que I’efficience prépubertaire soit supérieure a I’efficience post-pubertaire (Algaisi et al., 2021,
Bach & Ahedo, 2008). Ainsi, il est possible que la puberté ait un impact sur 1’efficience
alimentaire mais les liens entre ces deux parametres ne sont pas tout a fait établis en particulier
en raison du lien fort entre le poids et ’expression de la puberté chez les ruminants (Basarab et
al., 2003; Dyrmundsson, 1981; Rosales Nieto et al., 2014).

14



Certaines études mettent en avant une puberté plus précoce chez les animaux efficients (Canal
et al., 2020) probablement du fait d’une croissance accélérée a moindre cofit alimentaire, tandis
que d’autres présentent un retard a la puberté chez les animaux efficients (Shaffer et al., 2011)

lorsque 1’ingestion et la croissance sont toutes deux diminuées.

L’effet de I’age sur I’efficience alimentaire est particulierement vérifi¢ chez les animaux en
croissance en lien avec I’importance du GMQ dans I’estimation de 1’efficience et, en
conséquence, il est surtout retrouvé lorsque 1’efficience alimentaire est estimée par FCR
(Alqaisi et al., 2021; Durunna et al., 2011). En effet, sur des animaux plus ages, le GMQ est
plus faible en proportion du poids vif et ’efficience alimentaire, mesurée par RFI, est alors
relativement répétable au cours du temps a condition que le régime et les variables
environnementales soient réellement constants (Asher et al., 2018; Hafla et al., 2013; Kelly et
al., 2010b; Macdonald et al., 2014; Moore et al., 2009).

1. Part génétique de [ ’efficience alimentaire

L’impact de la race sur I’efficience alimentaire a ét¢ mesuré en élevant concomitamment des
animaux de races différentes dans les mémes conditions environnementales. Globalement, que
ce soit pour les bovins ou les ovins allaitants, les animaux avec la croissance la plus rapide sont
les plus efficients (de Vargas Junior et al., 2014; Elzo et al., 2009). Ainsi, des différences
d’efficience alimentaire entre races bovines ont été mises en évidence : la race Charolaise étant
plus efficiente que les races Luing, Angus et Simmental mais moins que les races Limousine,
Blonde d’ Aquitaine et Hereford, qui sont des races plus précoces (Duthie et al., 2017; Schenkel
et al., 2004). Cependant, dans 1’étude menée par Freitas et al. sur des agneaux Santa Ines de
race pure ou croisés Dorper, la prise en compte du statut racial de 1’animal dans le modéle de
RFI n’améliorait pas la prédiction de la consommation par rapport a un modele n’incluant que
le poids métabolique et le GMQ (Freitas et al., 2020). Ces observations laissent supposer un
effet race modére (Freitas et al., 2020; Notter et al., 1984) voire absent (Karimi et al., 2022)

chez les ovins.

En dehors de la variabilité inter-raciale, les variations d’efficience alimentaire intra-race et non
attribuables a des effets environnementaux laissent supposer un possible déterminisme

génétique de I’efficience alimentaire.
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La méta-analyse menée par Berry et Crawley sur 39 études investiguant 1’héritabilité de
I’efficience alimentaire chez des bovins en croissance conduit a une héritabilité de la RFI de
0,33 (SE = 0,01) avec des valeurs extrémes a 0,07 et 0,62 (Berry & Crowley, 2013) et une
corrélation génétigue comme phénotypique proche de 0 avec le GMQ et le poids vif des
animaux. Chez les ovins, les données sont moins abondantes et ont été réunies dans la méta-
analyse de Mucha et al. qui conclue a une héritabilité de la RFI de 0,32 (SE = 0,15) sur la base
de 5 études ce qui justifie que I’erreur standard soit plus importante que chez les bovins (Mucha
etal., 2022).

D’assez nombreuses études ont tenté d’identifier des régions génomiques liées a des caracteres
d’efficience alimentaire (QTL) chez les bovins que ce soit par des études d’association
pangénomiques (GWAS) ou par I’étude ciblée de génes codant pour des protéines dont la
fonction biologique pourrait étre liée a 1’efficience sans mettre en évidence de géne majeur
affectant I’efficience alimentaire (Barendse et al., 2007; Moore et al., 2009; Santana et al., 2014;
Sherman et al., 2008a; Taussat et al., 2020). Les polymorphismes nucléotidiques (SNP)
identifiés comme associés a I’efficience alimentaire sont souvent dans des régions ne contenant
aucun geéne identifié ou dans des genes dont la fonction était encore inconnue (Barendse et al.,
2007; Martin et al., 2019; Sherman et al., 2008b). Par ailleurs, les régions identifiées se révélent
parfois propres aux populations ou aux races considérées sans généralisation possible (Saatchi
etal., 2014; Serdo et al., 2013).

Une étude d’association récente a identifié un role potentiel de BRAT1 (dont I’inactivation était
responsable d’une augmentation du stress oxydatif et d’'une diminution de la production d’ATP
dans la mitochondrie) avec la RFI chez des zébus en croissance (Buss et al., 2022). D’autres
mécanismes mis en évidence dans plusieurs études s’ajoutent au métabolisme énergétique, en
particulier la régulation de la transcription de I’ADN par I’ARN polymérase 11, le transport
cellulaire par I’intermédiaire des dynéines ou la synthése de lipides (de Oliveira et al., 2014;
Lam et al., 2021; Moore et al., 2009; Saatchi et al., 2014; Serdo et al., 2013; Zhang et al., 2017).
Par ailleurs, chez des bovins allaitants, Taussat et al. ont mis en évidence que les variants les
plus associes a la RFI étaient dans des genes impliqués dans la protéolyse, le turnover protéique,
le metabolisme energétique, la digestion, les fonctions cardiovasculaires et la synthése de
certaines hormones : autant de pistes potentielles d’explication de la variabilité interindividuelle
d’efficience alimentaire. (Taussat et al., 2020). Ces résultats sont cohérents avec une méta-

analyse de GWAS ayant identifié un lien entre la RFI et le catabolisme des acides aminés
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branchés (valine, leucine et isoleucine) impliqués dans la régulation de la synthése protéique
(Duarte et al., 2019).

Chez les ovins, les etudes sont plus rares et assez peu concluantes. Des mutations ponctuelles,
peu fréquentes dans la population, situées dans les génes codant pour I’enzyme malique (ME1),
impliquée dans le métabolisme du pyruvate, et pour I’adénylate cyclase 8, impliquée dans la
signalisation intracellulaire, ont été associées a 1’efficience alimentaire (Yang et al., 2022b;
Zhang et al., 2021a). De la méme maniére, des analyses par GWAS ont permis d’identifier des
régions présentant des différences entre animaux différant par leur RFI, notamment dans les
génes SOX5 et SOX6 impliqués dans la transcription du géne déterminant la différenciation en
male (SRY), ou dans le gene codant pour la Latrophilin 3, un récepteur couplé aux protéines G
impliqué dans les liaisons cellulaires et la cascade de signalisation intracellulaire (Cockrum et
al., 2012; Ladeira et al., 2022). Dans la plupart des cas, ces associations ne sont pas retrouveées
dans plusieurs études et 1’expression des génes potentiels n’est pas mesurée. Dans 1’étude de
Higgins et al. cependant, le SNP le plus fortement associé avec la RFI, situé a proximité du
géne codant pour GFRAZ2 était aussi associé avec une plus forte expression de ce géne dans le
foie (Higgins et al., 2018). L’invalidation génique de GFRA?2 a été associé¢e a une diminution
des capacités de digestion et a une augmentation du métabolisme basal chez des souris ce qui
pourrait étre une piste tant digestive que métabolique (Rossi et al., 2003).

L’efficience alimentaire est un caractére complexe qui dépend trés probablement de nombreux
paramétres comportementaux, digestifs (dont microbiens) et métaboliques. Ainsi, il est
probable que la part génétique de I’efficience alimentaire ne soit pas attribuable a des effets
monogéniques ou oligogéniques mais repose plutbt sur de trés nombreux génes impliqués

chacun dans les différentes fonctions biologiques sous-jacentes a I’efficience alimentaire.
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3. Principaux éléments expliquant la variabilité

interindividuelle d’efficience alimentaire

Historiquement, les gains d’efficience ont majoritairement émergé de la dilution des cofts
d’entretien en regard de la production. Cependant, tous les animaux ne partitionnent pas

I’énergie et les nutriments de la méme maniere et des différences interindividuelles existent.

Dés 2004, Herd et Richardson ont essayé de catégoriser les différentes sources potentielles de
variabilité interindividuelle pouvant justifier des différences d’efficience alimentaire (Herd et
al., 2004; Richardson & Herd, 2004). Cing processus ont été mis en avant chez 1’animal en
croissance : la quantité d’ingéré, I’efficacité digestive, I’efficience métabolique (caractérisée

par les capacités anaboliques et cataboliques associées aux variations de composition corporelle

et de masse), I’activité et la thermogénese (Figure 1.1.2).

Digestibilité de la Pertes Emissions
matiére organique fécales de méthane

Efficacité
digestive

Energie allouée
au tube digestif

Consommation
Pertes endogénes
fécales “
- Déplacements
Thermogénese Activité et travail
Thermorégulation -

Figure 1.1.2 : Cing processus majeurs en lien avec l’efficience alimentaire chez [’animal en croissance
développés par Herd et al. (2004).

Efficience
mitochondriale

Comportement/
stress

La consommation intervient a différents niveaux. Une augmentation de la MSI, a densités
énergétique et protéique constantes, nécessite un effort de digestion plus important, augmentant
les besoins d’entretien d’un animal. Cette augmentation des besoins d’entretien peut,
cependant, s’avérer négligeable au regard de I’augmentation de production permise par un

apport plus important d’aliments au tube digestif. Ces considérations ne sont valables que si
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I’augmentation d’ingestion est le seul parametre a varier ce qui n’est jamais réellement le cas.
A titre d’exemple, une augmentation de la MSI résulte souvent en une diminution de sa
digestibilité du fait d’un taux de passage des particules plus important (Albornoz et al., 2013;
Colucci et al., 1982; INRA, 2018; Moallem, 2016). Ainsi, les différents éléments expliquant la
variabilité interindividuelle d’efficience alimentaire ne sont pas indépendants puisque le niveau

d’ingestion détermine en partie 1’efficacité digestive.

Celle-ci dépend également de la capacité des microorganismes ruminaux a dégrader les
substrats alimentaires, qui détermine les pertes fécales potentielles, ainsi que des interactions
synergiques ou antagonistes entre les microorganismes. Par ailleurs, 1’orientation majoritaire
de la digestion des glucides chez les ruminants aboutit a la formation de différents produits de
fermentation ainsi qu’a une production plus ou moins importante de méthane. Les
microorganismes ruminaux sont également responsables de la production de protéines
microbiennes dont I’équilibre en acides aminés limite la dépendance des ruminants a I’équilibre

des protéines alimentaires.

De fait, I’efficience métabolique peut également dépendre, en partie, du microbiote. En effet,
certains métabolites produits au niveau du rumen et absorbés par I’héte peuvent orienter
certaines voies métaboliques et favoriser ou défavoriser des processus plus ou moins économes
en énergie. Cette efficience métabolique dépend de la capacité de I’animal a déposer certains
tissus en particulier ou a les mobiliser. Dans ce cas, on pourra distinguer dépot et mobilisation

des réserves qui ne font pas intervenir les mémes processus métaboliques (Fischer et al., 2018)

Enfin ’activité et la thermorégulation sont des sources de dépenses énergétiques associées au
comportement individuel d’une part et au systeme hypothalamo-hypophysaire d’autre part. La
variabilité interindividuelle assez forte de ces deux phénomeénes peut étre une source

d’explication des différences d’efficience alimentaire (Martin et al., 2021).

Il est probable que ces différentes sources de variation interindividuelle n’aient pas la méme
importance en fonction des conditions de vie. Dans un environnement tres controlé, avec un
acces a un aliment facilement digestible, les variations d’efficience digestive auront un role
minime dans les variations d’efficience alimentaire globale. De méme, dans un systéme

d’entrave, I’activité physique ne sera pas un déterminant majeur des différences d’efficience.

Ces différents éléments seront développés au cours des chapitres 2 et 3.
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L’efficience alimentaire a été estimée de différentes manieres au cours des 50 dernieres
annees. En production d’animaux allaitants I’ingestion alimentaire résiduelle s’est

imposée comme 1’outil de mesure de 1’efficience.

Cette ingestion alimentaire résiduelle est héritable et variable entre individus ce qui
signifie que la génétique de I’animal explique en partie son efficience alimentaire. La
RFI semble assez répétable entre différentes périodes de la vie et moins entre différents

régimes chez les bovins mais peu de données existent chez les ovins allaitants.

De nombreux parameétres environnementaux, physiologiques ou pathologiques peuvent
entrainer des variations d’efficience alimentaire. Pour limiter ces facteurs de variations,
nous nous concentrerons dans le travail de thése qui fera I’objet de la deuxiéme partie
de ce manuscrit sur des agneaux males de lignées sélectionnees de facon divergente
pour I’efficience alimentaire établies dans la race Romane. Ces agneaux efficients et
inefficients seront comparés, autant que possible, au méme age et dans les mémes

conditions expérimentales, en bergerie, et ce, pour deux régimes différents

Dans ce contexte, nous supposerons que les déterminants majeurs de 1’efficience
alimentaire peuvent étre différents selon le régime alimentaire, et associées avec
I’efficacité digestive des animaux ou avec leur efficience métabolique, le premier point
étant, entre autres, dépendant de la composition microbienne du tube digestif et le

second découlant des divers processus métaboliques de I’hote a différentes échelles.
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Chapitre 2. : Efficacité digestive, implication de la
communauté microbienne et de son activité dans

Pefficience alimentaire
1. Part de [Defficacité digestive dans [D’efficience

alimentaire

Dans la mesure ou I’efficience alimentaire met en paralléle une quantité d’aliment ingérée et
des performances il parait raisonnable de considérer que I’interface digestive puisse étre
responsable d’une part de 1’efficience alimentaire. En effet, ¢’est par la digestion des différents
¢léments d’une ration que les nutriments peuvent étre libérés, absorbés et en conséquence

utilisés par 1’organisme pour le maintien des fonctions vitales ou pour la production.

Chez les monogastriques de rente, premiers sujets d’étude pour I’efficience alimentaire, les
différences d’efficacité digestive représentent une part assez importante de I’efficience
alimentaire, avec notamment des coefficients de digestibilité présentant de fortes corrélations
négatives avec la RFI (r =-0,66 et r=-0.54 pour la digestibilit¢ de I’énergie et de 1’azote

respectivement) (Déru et al., 2021).

Les études mettant en paralléle efficience alimentaire et efficacité digestive sont plus rares chez
les ruminants. L’étude référence, majoritairement citée par les articles traitant d’efficience
alimentaire chez les bovins est celle de Herd et al., qui ont estimé la part de I’efficacité digestive
a 14% de la variation globale d’efficience alimentaire lorsque les animaux étaient nourris avec
une ration contenant 85% de concentrés (Herd et al., 2004). Cette part modérée peut s’expliquer
par une variabilité interindividuelle d’efficacité digestive assez faible, en particulier lorsque

I’aliment est aisément digestible (De La Torre et al., 2019).

Chez des génisses non sevrees, nourries avec du lait, un aliment de démarrage et du foin, les
animaux efficients en termes de RFI ont une consommation d’aliment solide inférieure et une
digestibilité apparente fécale des protéines brutes et des matiéres grasses plus élevées que les
inefficients (de Assis Lage etal., 2019). Ils tendent également a avoir une digestibilité apparente
fécale de la MS et de la matiere organique accrues.

Chez les bovins en croissance, Johnson et al. ont montré que les animaux efficients avaient une
meilleure digestibilité apparente de la MS (76,3% contre 70,7%) (Johnson et al., 2019). En
particulier, la digestibilité des NDF (Neutral Detergent Fiber) était, dans 1’absolu, plus
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importante de 4% chez les bouvillons et géenisses efficients. La digestibilité de I’azote était
également plus importante chez les animaux efficients bien que cela ne soit statistiquement
significatif que chez les génisses (72,7% contre 67,6%). Ces résultats ont également eté obtenus
chez des vaches laitieres adultes en lactation (Rius et al., 2012). Les vaches inefficientes
tendaient également a avoir une plus faible digestibilité apparente de la MS et de la matiére
organique et les efficientes une meilleure digestibilité apparente de 1’azote se caractérisant

principalement par une diminution de son excrétion fécale.

Ces différences de digestibilité entre animaux efficients et inefficients résultent en une quantité
d’énergie digestible effectivement utilisable pour les animaux plus importante chez les animaux
efficients pouvant en partie justifier leur efficience (Brown, 2005; Nkrumah et al., 2006).
Cependant, la part de I’efficience alimentaire expliquée par 1’efficacité digestive varie selon les
études et, dans certains cas, il ne semble pas y avoir de différence de digestibilité entre animaux

divergents pour I’efficience alimentaire (Lines et al. 2014).

Les principales hypotheses associées a des modifications d’efficacité digestive sont liées a la
physiologie de la digestion (temps de transit, nombre de contractions, temps de séjour des
aliments dans tel ou tel compartiment digestif permettant un contact accru entre les enzymes
microbiennes et les substrats), a des différences de capacités enzymatiques, a des variations de
communauté microbienne (particuliérement pour les herbivores stricts dont les ruminants pour
lesquels 1’activité fermentaire des microorganismes se situe principalement en amont de
I’intestin et représente le principal pilier de la digestion), et enfin a une capacité d’absorption
variant entre les animaux efficients ou inefficients. Notre travail concernant les ovins, nous
développerons les éléments digestifs en relation avec les pré-estomacs en raison de leur role

central dans la nutrition des ruminants.

22



2. Modifications du tube digestif et efficience alimentaire

En plus de leur estomac glandulaire, commun a la plupart des especes animales et en particulier
a tous les mammiferes, les ruminants possedent trois pré-estomacs issus de modifications
anatomiques de I’cesophage. Ces pré-estomacs sont le rumen ou abouche I’cesophage, le réseau,
qui communique proximalement avec le rumen et distalement avec le feuillet, dernier des pré-
estomacs, par ’orifice réticulo-omasal. Le plus volumineux des pre-estomacs est le rumen, qui
peut atteindre 6 & 8 L de volume chez les ovins selon 1’age et I’alimentation (Goopy et al., 2014;
Hecker et al., 1964; Purser & Moir, 1966). Il abrite un microbiote diversifieé et abondant

indispensable a la digestion des constituants végétaux de I’alimentation des ruminants.

Dans le rumen, trois phases peuvent étre mises en évidence : une phase liquide ventrale,
essentiellement constituée d’eau et de particules fines en suspension, une phase solide, parfois
appelée le matelas ruminal ou la langue de fourrage, constituée des fourrages encore grossiers
compactés et une phase gazeuse dorsale composée en majorité de dioxyde de carbone (CO>),
de dihydrogene (H>) et de méthane (CHa) (Bishop-Hurley et al., 2016). Dans la phase liquide,
on retrouve les acides gras volatils (AGV) qui représentent le principal substrat énergétique issu

de la digestion de la matiére organique chez les ruminants (van Houtert, 1993).

Apres ingestion, la ration des ruminants séjourne dans le rumen pendant plusieurs heures a jours
selon sa fibrosité et sa proportion de concentrés (Dufreneix et al., 2019). La mise en contact
entre les composants de la ration et les enzymes des microorganismes du rumen est favorisée
par le processus de rumination qui associe des contractions ruminales permettant un brassage
de la langue de fourrage et un antipéristaltisme oesophagien qui permet la remontée du bol
mérycique dans la bouche de I’animal (Peralta et al., 1985). Ce processus permet une ré-
imbibition salivaire de I’aliment et une trituration mécanique qui, elle-aussi, favorise le broyage
des aliments et donc le contact avec les enzymes. La salive des ruminants, basique (ph=8,5) et
possédant un fort pouvoir tampon, joue un réle dans la régulation du pH ruminal (Reid &
Huffman, 1949). Lors du processus de rumination une partie des gaz produits par la digestion
est éructée, occasionnant une diminution de la pression intra-ruminale mais également une perte
de carbone sous forme oxydée (CO.) ou sous forme réduite (CHa) ce qui représente une perte

de potentiel réducteur et d’énergie pour I’animal.
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a)  Volume du tube digestif et efficience alimentaire

Faverdin et al. ont montré qu’a ingestion identique les vaches les plus efficientes avaient un
volume abdominal (utilisé comme approximation du volume digestif) plus important que les
inefficientes (-21,8 L de volume abdominal pour un kg/j de RFI) (Faverdin et al., 2021).
D’autres études, comparant la proportion du rumen vide dans le poids carcasse et 1’efficience
chez des ovins et chez des bovins allaitants ou laitiers suggérent que les animaux efficients ont
un rumen plus lourd que leurs homologues inefficients (Beecher et al., 2014; Rompala et al.,
1991; Taussat et al., 2019).

Cependant, d’autres études menées chez des ruminants (ovins, bovins et zébus) en croissance
ne mettent en évidence aucun lien entre la masse du tube digestif ou de ses organes et
I’efficience alimentaire mesurée par RFI (Fidelis et al., 2017; Lam et al., 2018; Mader et al.,
2009; Montelli et al., 2021). Les travaux de Zhang et al, ont montré que les agneaux efficients
avaient une masse de réticulo-rumen plus faible que les agneaux inefficients mais cette
différence n’était pas significative quand les masses étaient exprimées en proportion de la masse
digestive. De méme, la masse digestive était plus importante chez les animaux inefficients mais

pas au regard du poids vif (Zhang et al., 2017).

Enfin, chez des bovins Charolais, les corrélations génétiques tendaient a montrer qu’un systéme
digestif plus lourd en proportion du poids vif au détriment de la composante musculaire de la

carcasse était associé a I’inefficience (Martin et al., 2019).

Le rumen est un organe trés demandeur en énergie et il peut représenter jusqu’a 20% des besoins
en énergie métabolisable de I’organisme. Ceci s’explique notamment par la consommation
d’ATP par les pompes Na/K ATP-ase et par le renouvellement des protéines du tube digestif
représentant un quart de la synthése protéique de I’organisme (Baldwin & Connor, 2017;
McBride & Kelly, 1990; Ortigues, 1991). De fait une diminution de la taille relative du tube
digestif pourrait étre responsable d’une amélioration de I’efficience alimentaire par diminution
des pertes métaboliques au niveau digestif (Basarab et al., 2003; Elolimy et al., 2018; Meale et
al., 2017).

Le volume du tube digestif peut avoir un impact sur I’efficience alimentaire en influengant la
digestion auquel cas un volume plus important peut étre bénéfique mais également par son
importance dans les dépenses énergétiques de I’hdte, auquel cas un volume plus important peut

étre défavorable.
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b)  Histologie

L’épithélium ruminal, en tant que surface d’absorption majoritairc des AGV, principaux
produits des fermentations ruminales et source d’énergie majoritaire chez le ruminant, semble
un candidat potentiel pour expliquer les différences interindividuelles d’efficience alimentaire.
Une absorption plus efficiente des AGV au niveau des papilles ruminales par I’intermédiaire
de transporteurs permet de limiter les variations de pH intra-ruminal qui peuvent destabiliser la
communauté microbienne et occasionner une diminution de 1’efficacité digestive (Ahmad et
al., 2020). La capacité d’absorption de 1’épithélium ruminal dépend de la surface d’absorption
notamment déterminée par la longueur et 1’épaisseur des papilles ruminales ainsi que par leur
densité. Cependant, la plupart des études menées chez les ruminants n’ont pas mis en évidence
de lien direct entre 1’organisation morphologique du rumen et I’efficience alimentaire (Kern et
al., 2016; Pereira et al., 2016).

Plusieurs études menées sur des zébus nourris avec des régimes riches en concentrés ont montré
un amincissement de 1’épithélium kératinisé de 6 a 16% chez les animaux efficients en paralléle
d’une tendance a la diminution de 1’aire de la surface d’absorption (Pereira et al., 2016; Silvestre
et al., 2022). Au contraire, chez des taurillons et bouvillons nourris avec une ration mixte
composée de grains de mais humides et d’herbe enrubannée, 1’épaisseur de 1’épithélium ruminal
était 8% plus élevée chez les animaux efficients en lien avec un pH ruminal plus acide sans que
le reste des caractéristiques histologiques du rumen soit affecté (Lam et al., 2018). Ces résultats,
en apparence contradictoire, peuvent étre liés a une meilleure adaptation des animaux efficients

au régime qui leur est distribué (Melo et al., 2013).

La seule étude ayant li¢ la morphologie des segments distaux au rumen et 1’efficience
alimentaire chez les ruminants a montré que les taurillons efficients tendaient a avoir une
profondeur des cryptes intestinales plus importante en lien avec un plus grand nombre de

cellules composant les cryptes, en particulier au niveau du duodénum (Montanholi et al., 2013).

Si le tube digestif a son importance dans 1’efficience digestive, chez les ruminants il héberge
également les microorganismes responsables de la dégradation des constituants alimentaires.
Ainsi, le lien entre le rumen et I’efficience alimentaire pourrait majoritairement résulter de

differences de compositions microbiennes entre animaux efficients et inefficients.
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3.  Modifications de la communauté microbienne

ruminale et efficience alimentaire

a)  Le microbiote ruminal

Le microbiote ruminal est I’ensemble des microorganismes présents dans le rumen, parmi
lesquels des procaryotes tels que les bactéries (10% & 101/mL) ou les archées (108 a 107/mL) et
des eucaryotes tels que les ciliés (10* & 108/mL) ou les champignons (= 1000/mL) (Castillo-
Lopez & Dominguez, 2019; Morvan et al., 1996). Ces microorganismes jouent différents roles
dans la digestion des glucides cytoplasmiques ou pariétaux et permettent aux ruminants de
valoriser les fibres de leur alimentation. La synthése microbienne d’acides aminés a partir de la
dégradation des protéines alimentaires ou la valorisation par les microorganismes de 1’azote
non protéique dans le rumen permettent aux ruminants d’étre relativement peu sujets aux
carences en acides aminés spécifigues comme cela peut étre le cas pour la majorité des
mammiferes (INRA, 2018).

Les microorganismes du rumen utilisent des substrats alimentaires plus ou moins spécifiques,
en particulier concernant les glucides. Ainsi, le principal facteur de variation des communautés
microbiennes du rumen est I’alimentation (Global Rumen Census Collaborators et al., 2015).
Par exemple, pour les bactéries, on qualifie de fibrolytiques celles qui sont capables de dégrader
la cellulose, les hémi-celluloses et les pectines, par exemple Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus flavefaciens ou Ruminococcus albus, tandis qu’on nomme amylolytiques les
bactéries qui dégradent majoritairement les glucides cytoplasmiques tels que 1’amidon. Dans
cette seconde catégorie, on peut citer par exemple Ruminobacter amylophilus, Butyrivibrio
fibrisolvens ou Streptococcus bovis. Les premiéres ont tendance a croitre a pH supérieur ou égal
a 6,5 tandis que les secondes proliférent a des pH inférieurs a 6 (Cotta, 1988). L’alimentation a
donc aussi un impact indirect sur les populations microbiennes au travers des variations de pH

induites par les fermentations plus ou moins rapides des composants alimentaires en AGV.

Le microbiote ruminal, par son abondance et son importance dans la digestion des aliments
chez les ruminants est davantage étudié que les microbiotes des segments plus distaux du tube
digestif bien que certaines études, privilégiant le caractere non invasif du prélevement,
s’intéressent au microbiote fécal (Brooke et al., 2019; Welch et al., 2021a). A partir de
prélevements étagés tout au long du tube digestif Douglas et al. ont mis en évidence une

évolution progressive de la composition microbienne du microbiote chez des ovins de races
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Beulah et Suffolk (Douglas et al., 2016). Ainsi, les préléevements issus du rumen, du réseau ou
du feuillet, les trois pré-estomacs, avaient approximativement la méme composition tandis
qu’ils différaient des échantillons de caillette, de duodénum de jéjunum ou d’iléon, confondus
en Analyse canonique des composantes Principales (CAP) ou encore des échantillons de

caecum, de colon ou de rectum eux-aussi peu dissociés (Figure 1.2.1).
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Figure 1.2.1 : Dissimilarités entre les communautés microbiennes identifiées dans divers segments
digestifs chez des ovins adultes a partir d’'une analyse canonique des composantes principales
(d’apres Douglas et al . 2016).

D’autres études ayant réalisé des prélevements étagés le long du tractus digestif de ruminants
ont mis en €évidence une dissimilarité plus forte entre segments digestifs qu’au sein d’un
segment, d’autant plus que les segments digestifs sont éloignés 1’un de 1’autre rendant

I’extrapolation entre microbiote fécal et microbiote ruminal assez peu raisonnable (Freetly et

al., 2020a; Perea et al., 2017).

Par ailleurs, des différences entre les communautés microbiennes épithéliales, attachées aux
particules alimentaires (phase solide) et baignant dans le fluide ruminal (phase liquide) ont été
rapportées, ces différences étant renforcées par la proportion de fourrages dans la ration (Fouts
et al., 2012; Jewell et al., 2015; McLoughlin et al., 2020; Sadet, 2007). Globalement, la
communauté microbienne du fluide ruminal est plus diverse que la communauté associée aux
particules (Jewell et al., 2015). Les bactéries attachées a la muqueuse ruminale, moins
abondantes, sont différentes des précédentes et semblent davantage liées a 1’hote qu’au régime
(Sadet, 2007).
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Du fait de ces différences, le mode de prélevement (sonde oesophagienne, fistule, contenu
ruminal aprés abattage) aura un effet sur la répartition des microorganismes récupéreés, la sonde
oesophagienne favorisant la récupération de phase liquide et de particules de petit volume mais

ne permettant pas d’évaluer la composition microbienne de la phase solide ou de 1’épithélium.

b)  Mc¢éthodes d’étude du microbiote ruminal

Au sein de la population microbienne ruminale, les plus gros microorganismes sont, sans
conteste, les ciliés. Certains d’entre eux, comme Polyplastron multivesiculatum peuvent
dépasser 200 micromeétres de long et une centaine de micrometres de large, méme si la plupart
des ciliés font plutdt une cinquantaine de micromeétres de diamétre (Gurelli, 2017). Cette
particularité, associée a leurs morphologies suffisamment diverses pour qu’une observation
microscopique permette leur caractérisation sommaire, justifie que de nombreuses études ont
¢tudié les protozoaires ruminaux par I’intermédiaire d’observations en microscopie confocale
ou électronique a transmission (Coleman, 1980; Duarte et al., 2018; Huws et al., 2009).
Cependant, tirer des conclusions statistiquement recevables sur un faible nombre
d’observations est complexe et 1’identification des protozoaires par microscopie est
chronophage. Des méthodes métataxonomiques se sont progressivement développées pour
analyser la structure de la communauté de protozoaires (Kittelmann et al., 2015) méme si
I’obstacle majeur du nombre de copies du géne codant pour I’ARN ribosomal 18S subsiste
(Medinger et al., 2010; Newbold et al., 2015).

En parall¢le de I’observation assez détaillée des ciliés du rumen, les premieres études qui se
sont intéressées au microbiote ruminal ont décrit les aspects morphologiques des colonies
bactériennes, que ce soit la forme des bactéries observées par microscopie ou leur agencement
aboutissant aux premieres descriptions de la « flore normale du rumen » a une époque ot I’ADN

n’avait pas encore été découvert (Baker, 1942).

Par la suite, la culture bactérienne s’est imposée comme la méthode de référence pour 1’étude
des bactéries ruminales notamment avec le développement de milieux strictement anaérobies
et adaptés a la croissance de microorganismes anaérobies stricts et dégradant les parois
cellulaires (Hungate, 1947). L’identification des espéces bactériennes reposait alors sur des
caractéristiques morphologiques, de pigmentation, de coloration (coloration de Gram en
particulier) ou de capacité a produire certaines réactions biochimiques (Hamlin & Hungate,

1956; Ransom-Jones et al., 2012). Cependant, la plupart des microorganismes ruminaux ne sont
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pas cultivables (Koike et al., 2010; Tajima et al., 1999). Les espéces bactériennes et archéales
cultivées au regard des espéces identifiées par les méthodes métataxonomiques ont été estimées
a 6,5% et 1,7%, respectivement par Kim et al. tandis qu’une autre étude estime le pourcentage
du microbiote ruminal effectivement cultivable a 23% avec un fort biais de représentativité
(Kimetal., 2011; Zehavi et al., 2018). En outre, la culture bactérienne ne permet pas d’identifier
avec précision les especes bactériennes ou archéales identifiées. C’est pourquoi, méme si les
méthodes de culture permettent d’isoler des microorganismes, elles ne sont pas capables de
rendre compte de 1I’importante diversité de ceux-ci et ont progressivement été remplacées ou

complétées par des méthodes moins sélectives (Chaucheyras-Durand & Ossa, 2014).

Le séquencage a haut-débit a révolutionné les études concernant le microbiote en permettant la
quantification relative d’espéces microbiennes présentes dans de nombreux échantillons. La
métagénomique consiste en I’é¢tude du contenu génétique d’environnements complexes soit par
séquencage global, assez coliteux mais permettant d’avoir un apergu du potentiel fonctionnel
des microorganismes sequenceés, soit par séquengage d’un géne particulier partagé par tous les
microorganismes a identifier. Les génes codant pour les ARN ribosomaux (ARNTF) 16S pour les
bactéries et les archées et 18S pour les protozoaires et les champignons anaérobies du rumen se
sont imposés comme les genes de référence du fait de leur caractere ubiquitaire et de la présence
au sein de leurs séquences de régions tres conservées (pour lesquelles des amorces peuvent étre
créées) et hyper-variables d’une espece a 1’autre (permettant une classification efficace des
microorganismes) (Chakravorty et al., 2007; Pace et al., 1986). Récemment, des séquencages
conjoints de multiples échantillons se sont développés, reposant sur deux PCR préalables : la
premiére pour amplifier I’ADN échantillon par échantillon et la deuxiéme incorporant pour
chaque échantillon des amorces marquées par une sequence « étiquette ». Cette étiquette permet
aprés séquencage de demultiplexer les séquences obtenues pour les attribuer a chaque
échantillon (Lange et al., 2014). Par cette approche, un certain nombre de séquences sont
obtenues par ¢chantillon ce qui permet d’estimer les abondances relatives des microorganismes
considérés dans ceux-ci et potentiellement d’expliquer des différences d’efficience digestive
par une abondance relative plus importante de microorganismes capables de dégrader un

substrat donne, par exemple (Li et al., 2017; Yang et al., 2022a).
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c) Effets de la diversit¢é microbienne sur I’efficience alimentaire

chez les ruminants.

Deux hypotheses coexistent quant aux liens potentiels entre diversité des microorganismes dans
le rumen et efficience alimentaire. La premicre suggere qu’au regard de la complexité des
aliments, avoir une diversité importante de microorganismes pour pouvoir les digérer soit
nécessaire (Krause et al., 2013). Cette premiere hypotheése n’est pas incompatible avec la
seconde qui postule qu’une efficience alimentaire optimale correspond a une diversité faible
puisque chaque réaction sera prise en charge le plus efficacement possible par un ou plusieurs
microorganismes complémentaires tandis qu’une abondance de voies métaboliques aboutirait
a des voies moins efficientes et a une augmentation des pertes. Les déterminants de I’efficience
alimentaire dépendant aussi des aliments ingérés il est possible que 1I’une et 1’autre des théories

soient vraies dans deux contextes alimentaires différents.

i. Définitions
De nombreux indices adaptés des études de biodiversité a des échelles plus importantes ont été
appliqués a 1’étude du microbiote. La diversité d’un écosystéme ruminal augmente avec le
nombre d’espéces observées. Cette diversité est estimable a différentes échelles : a 1’échelle
d’un échantillon, considéré comme homogéne (diversité o), entre différents échantillons

provenant de localisations différentes ou d’individus différents (diversit¢ ) ou encore dans

I’ensemble des échantillons (diversité y) (Lande, 1996).

Les indices de diversité o se répartissent en deux catégories qui recouvrent deux notions

complémentaires : la richesse et 1’équitabilité (Marcon, 2015; Mclintosh, 1967).

La fonction la plus simple pour exprimer la richesse est le nombre brut d’especes observées
mais cela implique qu’on soit en mesure de définir I’espéce ce qui n’est pas toujours simple.
Par ailleurs, le nombre d’espéces observées est une fonction croissante du nombre de
microorganismes préelevés. Pour compenser cela, on pourra tenter de normaliser le nombre
d’observations par échantillon par « raréfaction », une méthode qui tente de conserver les
abondances relatives des microorganismes dans les échantillons en ramenant le nombre
d’observations a celui du plus petit d’entre eux pour les rendre comparables en termes de
diversité (Sanders, 1968). Cette méthode a été remise en question car, d’une part, elle conduit
a rejeter des séquences valides réduisant ainsi, parfois drastiquement, la puissance des tests
visant a comparer des abondances relatives entre les différents échantillons (McMurdie &

Holmes, 2014) et d’autre part, la raréfaction introduit de 1’incertitude par le biais du ré-
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¢échantillonnage aléatoire qu’elle implique (Willis, 2019). Il est également possible de corriger
la richesse observée a I’aide d’estimateurs qui s’appuient sur les espéces rarement observées
pour estimer la quantité d’espéces qui ne le sont pas. Les estimateurs les plus utilisés sont
I’estimateur de Good, aussi appelé « Good’s coverage » et le Chaol (Chiu et al., 2014; Good,
1953; Mao & Colwell, 2005). Ces estimateurs se rapprochent de la richesse a mesure que

I’effort d’échantillonnage augmente mais sont sensibles au filtrage.

L’introduction de I’équitabilit¢ permet de quantifier la contribution d’une catégorie a la
communauté en fonction du nombre d’individus qui lui appartiennent. Une communauté trés
largement dominée par une espeéce sera moins équitable qu’une communauté diverse de
microorganismes présents dans des proportions similaires. Plusieurs indices ont été développés
pour prendre en compte 1’équitabilité comme 1’indice de Shannon, qui accorde une importance
assez forte aux especes minoritaires du fait de I’utilisation d’une fonction logarithmique dans
sa détermination, ou I’indice de Gini-Simpson, qui varie plus fortement en lien avec les especes
majoritaires. Ces deux indices sont les plus utilisés dans 1’étude de la diversité o des

communautés microbiennes (Shannon, 1948; Simpson, 1949).

Une autre caractéristique qui peut étre prise en compte dans les calculs de diversité est la
disparité, ¢’est-a-dire la divergence moyenne entre deux espéces qui, en pratique, se caractérise
par une proximité phylogénétique : I’appartenance a un méme taxon de rang plus ou moins
élevé ou un pourcentage d’homologie de séquence. L’introduction de la disparité donne aux
indices de diversité un aspect plus concret. Une disparité importante entre deux
microorganismes pourra impliquer des conditions de croissance et des substrats ou réactions
différentes et donc potentiellement une plus grande adaptabilité du microbiote ruminal. Cette
disparité est, en particulier, importante a considérer lors de la comparaison de communautés
microbiennes entre individus (diversité B). Ainsi, les indices les plus simples de diversité § sont
les indices de Jaccard et de Bray-Curtis qui prennent en compte la présence ou 1’absence des
especes dans les échantillons pour le premier et leur abondance relative en sus pour le second
tandis que les indices UniFrac, pondéré ou non, sont les pendants des deux premiers qui incluent
la disparité (Marcon, 2015).

La diversité B est également sensible aux variations du nombre de séquences observées par

échantillon, c’est-a-dire de leur profondeur de séquencage. Ainsi, sur la Figure 1.2.2, en

conservant les proportions des espéces observées dans les communautes A et C et en mimant

un échantillon cinq fois plus grand on augmente de 59% la dissimilarité entre les communautés

A et B et de 452% la dissimilarité entre les communautés A et D ce qui aboutit a une
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réorganisation des distances. Ce rapport de cing entre les profondeurs de sequencage est
communément retrouvé dans la littérature (Bowen et al., 2020; Liu et al., 2022), en revanche la
simplicité de I’exemple accentue les variations qui sont moins flagrantes dans les études

comparant les profondeurs de séquencgage (Oono, 2017; Santiago-Rodriguez et al., 2020).

Distances de Bray-Curtis

A B C D

0,57 | 0,87 | 0,16

0,68 0,65 | 0,43

0,87 | 0,89 0,73

0,72 | 0,43 | 0,92

..
D.U.
o|lO|m| >

Figure 1.2.2 : Illustration de I'importance de la taille d’échantillon sur la distance de Bray-Curtis entre
différents echantillons (A a D), au-dessus de la diagonale les distances pour des échantillons de tailles
similaires, en-dessous de la diagonale les distances entre ces mémes communautés lorsque les
échantillons A et C ont des profondeurs de séquencage 5 fois plus élevées.

ii. Diversité o et efficience alimentaire

De nombreuses études convergent pour établir 1’absence de lien entre diversité microbienne et
efficience dans différentes especes avec différents régimes (Lopes et al., 2021; Marie-Etancelin
etal., 2021; McGovern et al., 2018, 2020; Myer et al., 2015a; Perea et al., 2017).

Cependant, certains auteurs appuient I’hypothése d’une alpha-diversité plus faible chez les
animaux efficients que chez les inefficients ttmoignant d’un microbiote plus spécialisé. Cela a
été montré chez des vaches Holstein avec des animaux efficients présentant une alpha-diversité
bactérienne et archéale plus faible (indice de Shannon) et une dominance plus importante des
especes majoritaires (indice de Gini-Simpson) (Shabat et al., 2016). D’autres études ont mis en
évidence une diversité archéale (McLoughlin et al., 2020; Zhou et al., 2010) ou bactérienne (Li

etal., 2022; Xie et al., 2022) plus faible chez les ruminants efficients.

Enfin, une derniére catégorie d’études montre, au contraire, une augmentation de la diversité

microbienne dans le rumen chez les animaux efficients que ce soit la diversité de protozoaires
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(Clemmons et al., 2021; Zhang et al., 2020a), d’archées (Auffret et al., 2018; Xie et al., 2022)
ou de bactéries (Welch et al., 2021a; Zhang et al., 2021b).

Dans I’ensemble, il semble que la littérature tende a réfuter un quelconque lien entre alpha-
diversité microbienne et efficience alimentaire. Les profondeurs de séquencage moyennes
(initiales quand une raréfaction a été appliquée) des groupes comparés sont, par ailleurs,
rarement mentionnées ce qui rend I’interprétation difficile (McLoughlin et al., 2020; Perea et
al., 2017).

iii. Diversité [ et efficience alimentaire

La béta-diversité est souvent évaluée entre populations microbiennes disjointes, avec d’une part
la béta-diversité des eucaryotes du rumen et d’autre part celle des procaryotes. Ces éléments
complétent généralement une analyse univariée pour déterminer quels microorganismes
influent sur I’efficience alimentaire. Les éléments en lien avec la répartition des especes
microbiennes entre animaux efficients et inefficients seront abordés dans les paragraphes
suivants. Globalement, les différences de béta-diversité entre animaux d’efficience alimentaire
différente sont minimes comparativement aux différences préalablement observées entre

segments digestifs (Freetly et al., 2020b; Perea et al., 2017).

d)  Microorganismes identifiés comme ayant un lien avec

I’efficience alimentaire.
i. Les protozoaires ciliés

De nombreuses études se sont intéressées a I’effet de la défaunation, ¢’est-a-dire de I’exclusion
des protozoaires ciliés du microbiote ruminal, ou a la comparaison entre le microbiote
d’animaux jeunes non colonisés par des ciliés avec leurs homologues présentant des ciliés dans
leur microbiote. Ces études, synthétisées dans la méta-analyse de Newbold et al., ont mis en
avant un réle négatif des protozoaires sur la synthese microbienne de protéines avec une
quantité d’azote ammoniacal dans le rumen plus importante et un flux d’acides aminés
microbiens arrivant a 1’intestin moins important en présence de protozoaires ce qui pourrait
avoir un impact sur I’absorption d’acides aminés par 1’hote (Newbold et al., 2015). En revanche,
elles ont aussi mis en évidence un réle positif des protozoaires dans la dégradation de la

cellulose et des autres fibres pariétales (Ushida et al., 1990). Cependant, ces effets sont trés
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fortement liés au régime distribué ainsi qu’a I’espéce de ruminants considérée (Kittelmann &

Janssen, 2011).

La plupart des études semblent mettre en avant une augmentation de 1’efficience chez les
animaux défaunés au moins pendant les premiers temps de la défaunation ce qui laisse supposer
un remodelage de la communauté microbienne au cours du temps (Bird & Leng, 1978;
van Nevel et al., 1985). L’effet positif de la défaunation sur 1’efficience alimentaire pourrait
reposer sur la diminution des émissions de méthane en 1’absence de protozoaires (Guyader et
al., 2014; Morgavi et al., 2012). La défaunation pourrait réduire de 11% les émissions de
méthane (Newbold et al., 2015). Cette diminution peut étre liée a I’augmentation des
fermentations aboutissant a la synthese de butyrate en présence de protozoaires et au lien entre
méthanogénése et butyrate (Newbold et al., 2015; Ushida et al., 1990). Cependant, il existe des
¢tudes présentant une corrélation négative entre la quantité de protozoaires et I’éructation de
méthane (Carberry et al., 2012) ou la proportion de butyrate au sein des AGV (Bird & Leng,
1978). 11 faut tout de méme conserver a I’esprit que les différentes méthodes utilisées pour la
défaunation peuvent avoir des effets étrangers a la simple absence de protozoaires (Guyader et
al., 2014).

En utilisant les mesures de béta-diversité UniFrac non pondérée et UniFrac pondérée, Zhang et
al. ne sont pas parvenus a identifier de différence de béta-diversité dans les populations
d’eucaryotes ruminaux entre les taurillons efficients et inefficients par Analyse en Coordonnées
Pricnipales (PCoA) (Zhang et al., 2020a). En revanche, ils ont mis en évidence une
augmentation significative de la proportion de protozoaires appartenant au genre Entodinium,
le plus représenté dans le rumen, chez les bovins les plus efficients apres séquencage du gene
codant pour I’ARN ribosomal 18S en accord avec les données de comptage de 1’étude de
Silvestre et al. (Silvestre et al., 2022). Cependant, une étude ciblant spécifiquement le genre
Entodinium par PCR quantitative n’est pas parvenue a mettre en évidence une différence entre

animaux efficients et inefficients (Carberry et al., 2012).
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ii. Bactéries
Les bactéries étant les microorganismes les plus abondants et les plus actifs au sein du rumen,
il semble raisonnable de penser que des différences dans cette communauté puissent étre un des
piliers biologiques de I’efficience alimentaire. Dans la plupart des cas, les méthodes employées
ne permettent pas de quantifier de facon absolue les bactéries mais s’intéressent davatage aux
abondances relatives. Plusieurs approches ont été utilisées, parfois concomitamment, dans les
études. D’une part, une approche multivariée cherchant a séparer les individus efficients et
inefficients sur la base de I’intégralité de leurs communautés bactériennes, d’autre part une
approche univariée comparant les abondances ou abondances relatives de chaque bactérie entre

groupes d’efficience alimentaire.

Les approches multivariées se soldent fréquemment par une incapacité a discriminer les
animaux efficients et inefficients (Auffret et al., 2020; Carberry et al., 2012; Myer et al., 2015b,
2015c; Paz et al., 2018; Perea et al., 2017; Silvestre et al., 2022; Xie et al., 2022; Zhang et al.,
2021b; Zhou et al., 2021). Plusieurs hypotheses peuvent étre émises quant a cette absence de
discrimination : soit les différences entre animaux sont liées a quelques bactéries
particulierement actives dont la variation d’abondance pése trop peu dans une analyse
mutlivariée pour réellement influer sur la structure de la communauté microbienne regroupant
des milliers d’espéces; soit le nombre d’animaux dont le contenu ruminal a été séquencé est
trop petit ; soit la communauté microbienne n’explique pas 1’efficience alimentaire auquel cas
les différences parfois mises en évidence par approche univariée sont des artéfacts liés aux
comparaisons multiples réalisées a grande échelle dans le cas ou on observe un ou plusieurs
milliers d’espéces ou d’unités taxonomiques opérationnelles (OTU) par echantillon. En effet,
quand les analyses comparent individuellement les OTUs, les résultats ne sont pas toujours

ajustés pour tenir compte des comparaisons multiples (Auffret et al., 2020; Elolimy et al., 2018)

En mettant les études menant des analyses univariées sur les abondances relatives en regard les
unes des autres, il est difficile d’identifier une bactérie, un genre ou une famille bactérienne,
qui soit unanimement associée avec 1’efficience ou I’inefficience alimentaire. De nombreux
taxons ne sont mis en évidence que par une seule étude et d’autres, bien que souvent retrouvés,
font I’objet de résultats contradictoires (par exemple les genres Prevotella et Succinivibrio et
les familles Ruminococcaceae et Lachnospiraceae, Tableau 1.2.1). Cela découle, premiérement,
du fait que les études utilisent des animaux d’espéces différentes (vaches, zébus, moutons,
chévres...), de races différentes et nourris avec des réegimes différents ; deuxiemement, du fait
que certaines divergences de communautés bactériennes peuvent étre simplement liées au
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hasard quand le nombre d’animaux utilisé dans 1’étude est faible ; troisiemement des différentes
définitions de I’efficience alimentaire évoquées précédemment et finalement du fait que les
associations entre microorganismes et efficience alimentaire puissent se faire a 1’échelle des
especes bactériennes voire des souches ainsi que suggeré par les études qui associent des
séquences appartenant au méme genre voire a la méme espeéce a des groupes d’efficience
alimentaire différents (Jewell et al., 2015; Zhou et al., 2021). La localisation et la nature du
prélévement peuvent aussi avoir une influence. Ainsi, dans des prélevements de jus de rumen
de vaches laitiéres subséquemment séparés en phases solide et liquide, des OTUs appartenant
aux Lachnospiraceae tendaient a étre associées avec les animaux efficients dans le liquide
ruminal tandis que, dans la phase solide, plusieurs OTUs de cette famille étaient associées avec
les animaux efficients pour certaines et avec les animaux inefficients pour d’autres (Jewell et

al., 2015).

Nous avons tenté de faire une synthése de la littérature a partir d’études menées chez des
ruminants (ovins, bovins et zébus) et listées en Annexe 1. Cette synthese est présentée dans le

Tableau 1.2.1 pour les Firmicutes et dans le Tableau 1.2.2 pour les autres phyla.

Parmi les rares taxons qui semblent étre associés avec un groupe d’efficience de manicre assez
constante, le genre Eubacterium, appartenant a la famille des Eubacteriaceae et au phylum
Firmicutes a été associé aux animaux inefficients dans plusieurs études menées chez des bovins
laitiers (Hernandez-Sanabria et al., 2012; Xie et al., 2022) ou allaitants (Auffret et al., 2020)
(Tableau 1.2.1) . Cependant, I’espéce Eubacterium ruminantium a été rapportée comme 2,2 fois
plus abondante (par PCR quantitative) chez des taurillons efficients (n=6) que chez les
inefficients (n=6) (Elolimy et al., 2018). Le genre RF39 appartenant a la famille des
Enterococcaceae a été associé aux animaux inefficients dans deux études menées sur des vaches
Holstein en lactation (Jami et al., 2014; Jewell et al., 2015) mais a été corrélé négativement a la
RFI chez des taurillons (McGovern et al., 2018). La famille des Ruminococcaceae a été tantot
associee aux efficients dans des régimes avec une forte proportion de fourrages (Liu et al., 2022)
et tantdt aux inefficients dans des régimes plus riches en concentrés (Brooke et al., 2019; Li et
al., 2022). Le genre Butyrivibrio a été régulierement associé avec les animaux inefficients que
ce soit chez la vache laitiére (Jewell et al., 2015; Shabat et al., 2016; Xie et al., 2022) ou I’ovin
allaitant (Liang et al., 2017).
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Tableau 1.2.1 : Associations rapportées dans la littérature entre [ ’efficience alimentaire et les bactéries
du phylum Firmicutes, p=Phylum, c=classe, o=ordre, f=famille, g=genre, s=espéce ; CON = >65%
concentrés, FOR = <35% concentrés, MIX = [35-65%] concentrés.X-/X+ : X études ayant rapporté le
taxon relativement plus abondant chez les efficients (-) ou inefficients (+) respectivement. Lorsque le
taxon a été rappporté relativement plus abondant uniquement chez les animaux efficients ou inefficients
il apparait en jaune ou en bleu, respectivement. Lorsqu’au sein d’un méme type de ration des
associations contraires ont été rapportées il apparait en vert.

Taxon Ration CON Ration MIX Ration FOR
p/Firmicutes
c/Bacilli, f/Lactobacillaceae
g/Sharpea
g/Lactobacillus
o/Enterococcacee, g/RF39
o/Paenibacillaceae, g/Paenibacillus
c/Negativicutes
o/Selenomonadales
g/Selenomonas
f/ Acidaminococcaceae
g/Acidaminococcus
f/\Veillonellaceae
g/Succiniclasticum
g/Megasphaera
o/Clostridiales
g/Clostridium
g/Sarcina
g/Eubacterium
s/Eubacterium ruminantium
f/Family XIII
o/Eubacteriales
f/ Lachnospiraceae
g/Blautia
g/Butyrivibrio
g/Coprococcus
g/Pseudobutyrivibrio
g/ND3007
g/NK3A20
g/Shuttleworthia
f/Ruminococcaceae
f/Christensenellaceae
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Le phylum Fibrobacteres, composé d’un unique genre : Fibrobacter, a été identifié comme plus
abondant chez les individus efficients sous différents regimes (Auffret et al., 2020; Li et al.,
2022) (McGovern et al., 2018) (Tableau 1.2.2). Mais, cette fois aussi, une étude contradictoire

existe, associant Fibrobacter aux animaux inefficients (McLoughlin et al., 2020).

Le phylum Proteobacteria, ainsi que des taxons de niveau inférieur:
Famille/Sphingomonadaceae, Genre/Kaitobacter, ont été associes aux animaux efficients dans
le j¢junum de beeufs en croissance tandis qu’au niveau caecal les animaux inefficients abritaient

une abondance relative plus importante de Bacteroidales (Myer et al., 2015b, 2016).

Les familles des Rikenellaceae, Campylobacteraceae et Neisseriaceae ont été associées aux
animaux efficients dans plusieurs études (Andrade et al., 2022; Li et al., 2022; Liu et al., 2022)
(Tan et al., 2021) (Tableau 1.2.2). Ces deux derniéres ont été identifiées comme ayant une plus
forte activité au niveau de 1’épithélium ruminal des animaux efficients, elles jouent peut-étre
un role par leur potentiel de capture de I’oxygéne assurant au rumen son anaérobiose (Tan et

al., 2021).

Tableau 1.2.2 : Associations rapportées dans la littérature entre [ efficience alimentaire et les bactéries
des phyla Fibrobacter, Bacteroidetes, Proteobacteria et Spirochaetes, p=Phylum, c=classe, o=ordre,
f=famille, g=genre, s=espéce ; CON = >65% concentrés, FOR = <35% concentrés, MIX = [35-65%)]
concentrés.X-/X+ : X études ayant rapporté le taxon relativement plus abondant chez les efficients (-)
ou inefficients (+) respectivement. Lorsque le taxon a été rappporté relativement plus abondant
uniquement chez les animaux efficients ou inefficients il apparait en jaune ou en bleu, respectivement.
Lorsqu’au sein d’'un méme type de ration des associations contraires ont été rapportées il apparait en
vert.

Taxon Ration CON | Ration MIX | Ration FOR
p/Fibrobacteres 1-
g/Fibrobacter 2-/ 1+ 1- 1-
p/Bacteroidetes f/Prevotellaceae 1+ 2+ 1-/2+
g/Prevotella 4-/4+ 1-/2+ 3-/2+
g/Paraprevotella 2-
g/YRC22 1+
f/Rikenellaceae, g/Rikenellaceae RC9 3- 2-
p/Proteobacteria 2- 1+
g/Bifidobacterium 1+ 1+
f/Succinovibrionaceae, g/Succinivibrio 1- 1-/2+ 1+
f/ Neisseriaceae 1-
f/ Campylobacteraceae 2-
p/Spirochaetes, g/Treponema 1- 1-
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Pour conclure, il est rare que des variations réellement appreciables soient observées entre les
communautés bactériennes des animaux efficients et des animaux inefficients. La diversité
bactérienne ne semble pas un bon indicateur de I’efficience et si des relations peuvent étre
établies entre ’efficience et certains taxons, aucun consensus ne se dégage de la littérature
existante a ce jour. Cela peut étre dii aux fortes différences de régime entre les différentes études
mais également au caractere dynamique de la population bactérienne du rumen ou des autres

segments digestifs (Jewell et al., 2015).

Quand un taxon ressort associé a l’efficience ou a I’inefficience les auteurs tentent de
I’expliquer par le métabolisme particulier de la bactérie en question, par son caractére plus
amylolytique ou fibrolytique (McGovern et al., 2018), par sa capacité a piéger les especes
réactives de 1’oxygene (Tan et al., 2021) ou par I’orientation particuliére de son métabolisme
(Auffret et al., 2018; Xue et al., 2022). Pour cette raison, de plus en plus d’études s’orientent
vers la transcriptomique, la protéomique ou la métabolomique qui permettent d’observer les
phénomenes physiologiques qui se déroulent au sein des compartiments digestifs plutét que la
communauté bactérienne dont on sait qu’elle connait de nombreuses redondances
fonctionnelles rendant peu probable ’identification d’une bactérie particulierement associée a

I’efficacité de la digestion d’une ration.

iii. Archees
Dans la mesure ou les archées dites méthanogenes sont responsables de 1’éructation de carbone

réduit, il a été supposé que des modifications de la communauté archéale puissent étre, en partie,

responsables de variations d’efficience alimentaire (Martin et al., 2010).

La grande majorité des archées du rumen appartiennent au phylum Euryarcheota qui contient
tres majoritairement des archées méthanogeénes (Reeve et al., 1997; Tan et al., 2021; Xie et al.,
2022). En particulier, la plupart des archées ruminales appartiennent aux genres
Methanobrevibacter et Methanosphaera (Carberry et al., 2014; Fouts et al., 2012; Kittelmann
et al., 2013; Kumar et al., 2015; Li et al., 2020; Wright et al., 2004) et globalement la diversité
archéale est assez faible pour les niveaux taxonomiques supérieurs a 1’espece que ce soit chez

les bovins ou les ovins (Carberry et al., 2014; McLoughlin et al., 2020).

Plusieurs études ont mesuré 1’abondance totale de méthanogeénes par PCR quantitative sans

parvenir a la corréler avec les indices d’efficience alimentaire (Zhou et al., 2009, 2010) ou la
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quantité de méthane éructée (Kittelmann et al., 2014). Les proportions relatives des différentes
séquences archéales ont été comparées entre deux groupements d’échantillons provenant de
bovins en croissance efficients (n=29) et inefficients (n=29). (Zhou et al., 2009). Cette premiére
analyse a révélé une dominance de Methanobrevibacter ruminantium NT7 dans les deux
groupements d’échantillons et une proportion plus importante de Methanosphaera stadtmanae
et Methanobrevibacter sp. strain AbM4 dans le groupement des animaux inefficients ce qui a
été confirmé par 1’analyse par PCR quantitative des 58 échantillons séparément. L’abondance
relative du genre Methanobrevibacter a également été rapportée comme étant plus importante
chez les animaux inefficients dans plusieurs autres études menées sur des bovins laitiers (Shabat
et al., 2016; Xue et al., 2022) ou allaitants (Li & Guan, 2017; Lopes et al., 2021).

Cependant, I’ abondance relative de I’espece Methanobrevibacter ruminantium été rapportée
comme plus élevée chez des vaches laitiéres efficientes que chez leurs homologues inefficientes
(en parall¢le d’une augmentation de 1’abondance relative du genre Methanosphaera) (Xie et al.,
2022). Les liens entre le genre Methanobrevibacter et ’efficience alimentaire semblent
contradictoires mais il est possible que 1’analyse a 1’échelle du genre, voire méme de 1’espéce,

ne représente pas correctement I’activité de la communauté archéale.

En effet, le genre Methanibrevibacter a récemment été divisé en clades présentant des
caractéristiques métaboliques communes, I’un regroupant Methanobrevibacter gottshalkii et
assimilés et I’autre regroupant Methanobrevibacter ruminantium et assimilés (Kittelmann et al.,
2013). Du fait de la tendance a la co-abondance intra-clade, il a été suggéré que ces deux clades
nommés SGMT (smithii-gottschalkii-millerae-thaurei) et RO (ruminantium-olleyae) puissent
se développer dans des conditions différentes (King et al., 2011; St-Pierre & Wright, 2012).
L’absence du géne codant pour la methyl-coenzyme M reductase 11 (Mcr 1) dans les génomes
des archées assimilées a Methanobrevibacter ruminantium, suggere que le clade RO est plut6t
adapté a des environnements peu riches en H cette enzyme étant inductible chez
Methanobrevibacter smithii quand la concentration en Hz augmente au sein du rumen (Tapio et
al., 2017; Wagner et al., 2017).. Dans I’ensemble, aucun consensus sur les proportions relatives
des représentants de ces deux clades en lien avec ’efficience alimentaire ne ressort de la

littérature (Freetly et al., 2015).

L’ordre des Methanomassiliicoccales est le deuxieme ordre le plus représenté dans le rumen
apres celui des Methanobacteriales. Son association avec 1’efficience alimentaire n’est pas
unanime (Li et al., 2019; Li & Guan, 2017).
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iv. Champignons

Les champignons anaérobies, bien qu’en plus faible abondance que les bactéries ou les archées
sont capables de dégrader les parois cellulaires tres efficacement grace a un vaste panel
d’enzymes capables de cliver la cellulose et les hémicelluloses (Akin & Borneman, 1990;
Couger et al., 2015; Ljungdahl, 2008). Les champignons anaérobies du rumen appartiennent a
cing phyla : Neocallimastigomycota et Ascomycota étant les plus importants et Basidiomycota,
Mucoromyctota et Zygomycota (ou Chytridiomycota) les plus minoritaires (Fliegerova et al.,
2021; Kumar et al., 2015; Zhang et al., 2020a). La diversité fongique ruminale est similaire a

celle des archées et bien inférieure a celle des bactéries (Kittelmann et al., 2013).

La littérature mettant en relation I’efficience alimentaire et les populations fongiques du rumen
est assez restreinte. Ainsi, dans I’é¢tude multi-domaines de Lopes et al., un seul champignon, du
genre Buwchfawromyces, a présenté une abondance différente entre les fractions solides

ruminales des groupes de zébus de RFI différente (Lopes et al., 2021).

L’¢tude métataxonomique des populations microbiennes ruminales a permis d’identifier
quelques liens entre des populations microbiennes et I’efficience alimentaire. En particulier, la
diversité microbienne ne semble pas étre un critere absolu pour I’efficience alimentaire et il
semble que les profils archéaux et bactériens plus que 1’abondance totale des microorganismes
de ces regnes soient liés a I’efficience alimentaire. Cependant, la plupart des études ayant
examiné les liens entre efficience alimentaire et communautés microbiennes ont été réalisées
sur un petit nombre d’animaux soumis a des régimes tres variés ce qui empéche de faire émerger

une véritable conclusion.

L’effet potentiel des microorganismes sur I’efficience alimentaire pourrait étre lié a une
modification de la digestion de la ration et potentiellement a une modification des produits de
dégradation de ses composants. Le paragraphe suivant sera consacré aux metabolites ruminaux,

en particulier les AGV, et a leur potentiel impact sur I’efficience alimentaire.
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4.  Activités microbiennes et leur potentiel impact sur

I’efficience alimentaire

a) Catabolisme des glucides au sein du rumen et synthése
prétérentielle d’AGV

1. La synthese d’AGV au sein du rumen

Dans le rumen, les polymeres glucidiques qu’ils soient intracellulaires ou pariétaux sont
fermentés par les microorganismes. Ils sont tout d’abord clivés en monomeéres glucidiques
(glucose, mannose, arabinose, xylose...) par certaines bactéries, protozoaires et champignons
anaérobies exprimant des amylases, des cellulases et des hémicellulases (Hobson & Stewart,
1997). Ces monomeres peuvent pénétrer au sein des cellules microbiennes et subir une
glycolyse anaérobie conduisant a la formation de pyruvate qui est rapidement transformé par
des fermentations incomplétes aboutissant a la formation d’AGV et de gaz (H2, CO2, CHa)
(Figure 1.2.3). Au cours de ce processus, des accepteurs d’électrons sont réduits et une partie
des électrons et protons libérés est également prise en charge par des hydrogénases et convertie
en Hy (Kelly et al., 2022) qui sera en grande majorité éliminé par réduction de CO2en CHg par
les méthanogénes (voir Chapitre 2, 4) b) Méthanogénése, page 46). La perte de méthane
représente a la fois une perte de carbone et une perte de potentiel réducteur, oxydé pour réduire

le CO., et autrement utilisé par les microorganismes et 1’h6te pour produire de I’énergie.

Les principaux AGV dosés dans le rumen sont I’acétate, le propionate et le butyrate dont les
proportions sont assez conservées entre especes de ruminants et varient essentiellement en
fonction de la ration distribuée (Bergman, 1990; Gleason et al., 2022). Par ordre d’importance,
’acétate représente 50 a 70% des AGV du rumen et approximativement la moitié de I’énergie
représentée par les AGV (Bergman et al., 1965), le propionate 15 a 30% des AGV et 25% de
I’énergie et le butyrate 6 a 14% des AGV et 20% de 1’énergie (Balch & Rowland, 1957;
Bergman et al., 1965; Morvay et al., 2011). Lorsque les ruminants sont nourris avec une tres
forte proportion de concentrés riches en amidon et pauvres en fibres, la proportion de propionate
peut augmenter au-dela de ces valeurs au détriment de 1’acétate (Sauvant et al., 2011). Par
ailleurs d’autres substrats peuvent servir a la production d’AGV. En particulier, les acides
aminés peuvent étre déaminés et donner du valérate, de I’isovalérate et de 1’isobutyrate qui

représentent généralement moins de 5% du total (Robinson et al., 2010).
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Bilan :

Glucose = 2 Acétate + 4H, + 2CO, — 2H,0 + 4ATP
Glucose = 2 Propionate — 2H, + 2H,0 + 4 ATP
Glucose = Butyrate + 2H,+ 2C0O, + 3ATP
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Figure 1.2.3 : Synthéses d’AGV au sein du rumen et bilans (Sauvant et al. 2011, Baldwin et al. 2017)

Globalement 75% de 1’énergie métabolisable des polymeéres glucidiques est récupérée par
I’animal sous la forme d’AGV, le quart restant étant utilisé par les microorganismes ou perdu
majoritairement sous forme de CH4 (Bergman, 1990). L’absorption des AGV dans le rumen est
essentiellement passive et concentration-dépendante mais peut aussi étre active par
I’intermédiaire de transporteurs des acides monocarboxyliques (MCT) (Ishaku & Abdullahi,
2010).

Les concentrations en AGV obtenues par dosage sont la résultante de la production des AGV
et de leur absorption. De fait, la quantité totale d’AGV au sein du rumen dépend fortement de
la proximité du dernier repas ainsi que des méthodes de prélévement (Barcroft et al., 1943). En
effet, lorsque le contenu ruminal est prélevé a I’aide d’une sonde cesophagienne, de la salive
peut étre aspirée a la fois dans le rumen et dans 1’cesophage ou la cavité buccale ce qui peut

fausser les résultats (Hall, 2015).
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La partition des différents AGV au sein du rumen dépend de plusieurs facteurs interdépendants :
la composition de 1’aliment (en particulier la proportion de NDF par rapport a la maticre
organique) (Bauman et al., 1971; Ellison et al., 2017; Noziere et al., 2011), la dégradabilité
ruminale des composants de la ration, la population microbienne (Hernandez-Sanabria et al.,
2010; Zhang et al., 2020b) et les paramétres de I’environnement ruminal (présence d’inhibiteurs
de certaines réactions par exemple) (Armentano & Young, 1983). Le profil en AGV n’est pas
biaisé par le mode de prélevement (Balch & Rowland, 1957) mais il est possible qu’il varie en
fonction de la distance au dernier repas du fait des différences de vitesse de production et
d’absorption des différents AGV : I’absorption des isoacides est plus lente que celle de I’acétate
et du propionate qui sont, eux-méme absorbés Iégerement moins rapidement que le butyrate et
le valérate (Gleason et al., 2022; Storm et al., 2012). Ces différences sont vraisemblablement
liées au caractere lipophile des AGV, I’acétate étant plus dépendant du transport actif que les
AGV aplus longue chaine (Aschenbach et al., 2009) mais semblent également pH dépendantes
(Gray, 1948).

Dans la plupart des études, c’est la proportion des différents AGV, et en particulier le ratio entre

I’acétate non-glucogénique et le propionate glucogénique, qui sont étudiés.

11. Liens entre les profils en AGV et [’efficience alimentaire

Puisque les AGV sont la principale source d’énergie pour le ruminant, il semble raisonnable de
supposer que la capacité du microbiote a produire des AGV et I’orientation des fermentations
puissent étre des déterminants majeurs de I’efficience alimentaire (Bergman, 1990). En
particulier, parmi les différentes voies de production des AGV, les voies aboutissant a la
formation de propionate sont assez économes en carbone puisqu’elles n’impliquent pas de
décarboxylation (en bilan) et sont consommatrices des électrons et protons libérés par les autres
voies ce qui limite les pertes sous forme de gaz (Hobson & Stewart, 1997) (Figure 1.2.3). Dans
les études multi-omiques de Shabat et al. et Xue et al. la voie acrylique était surreprésentée dans
les métagénomes ou métatranscriptomes des animaux efficients et 1’acrylate, intermédiaire de
production du propionate était présent a plus forte concentration dans le rumen des animaux
efficients (Shabat et al., 2016; Xue et al., 2022).

Bien que la littérature reliant les proportions molaires des différents AGV au sein du rumen et
I’efficience alimentaire ne soit pas absolument consensuelle, la majorité des études qui mettent

en évidence une modification des paramétres fermentaires lie la concentration de propionate
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(ou sa proportion) a I’efficience que ce soit chez le beeuf en croissance (Herd et al., 2019), la
génisse (Lawrence et al., 2011), la vache laitiere (Shabat et al., 2016; Xie et al., 2022) ou les
ovins en croissance (Ellison et al., 2017; Kittelmann et al., 2014; Liang et al., 2017). Au
contraire, des études chez les bovins ont mis en évidence un rapport acetate/propionate plus

élevé chez les animaux efficients (Johnson et al., 2019; Krueger, 2009; McGovern et al., 2018)

Des études contradictoires ont associé la proportion d’isoacides avec 1’efficience (Arce-Recinos
etal., 2022b, 2022a; Xie et al., 2022) ou I’inefficience (Hernandez-Sanabria et al., 2010). Enfin,
un grand nombre d’études n’est pas parvenu a mettre en évidence un quelconque lien entre les
proportions des AGV et I’efficience (Auffret et al., 2020; Ellison et al., 2019; Kern et al., 2016;
Lam et al., 2018; Liu et al., 2022; Rius et al., 2012).

Concernant la concentration totale en AGV, Shabat et al. ont montré que les échantillons de jus
de rumen provenant d’animaux efficients étaient plus riches que ceux des animaux inefficients
(Shabat et al., 2016) ce qui suggere une activité microbienne supérieure (Guan et al., 2008).
Cependant, plusieurs études ont trouvé le contraire en particulier avec des régimes riches en
concentrés (Hernandez-Sanabria et al., 2012; McGovern et al., 2020; Xie et al., 2022). Il est
important de prendre en compte le fait que les AGV mesurés au niveau ruminal sont la
résultante de la production d’AGV a partir des fermentations microbiennes des aliments et de

I’absorption ruminale desdits AGV, les deux étant intimement liés (Aschenbach et al., 2011).

Une ¢étude récente a montré des différences d’expression de génes impliqués dans 1’absorption
des AGV entre animaux efficients et inefficients (Elolimy et al., 2018). En particulier, les
animaux efficients avaient une expression plus forte de I’ARN messager codant pour la protéine
SLC16A3 et les animaux inefficients pour le transporteur SLC9AZ2. Le transporteur SLC16A3
est un transporteur de divers acides monocarboxyliques tels que I’acétate, le butyrate, le lactate
ou le pyruvate tandis que le transporteur SLC9A2 est une protéine impliquée dans 1’antiport
d’ions Na* et de protons et donc dans la régulation du pH. Une hypothése serait que 1’absorption
des AGV soit moins forte chez les animaux inefficients et que cela provogue une activation de
I’expression de SLC9AZ2, stabilisant le pH. En revanche, parmi les six genes impliqués dans le
métabolisme des AGV dont I’expression a été mesurée, aucun n’était li¢ a la RFI (Elolimy et
al., 2018) contrairement a 1’étude de Xue et al. qui mettait en évidence une augmentation de
I’expression d’enzymes impliquées dans la synthése des AGV, majoritairement du propionate,
chez les vaches laitiéres les plus efficientes et des enzymes impliquées dans la méthanogénése
chez les plus inefficientes (Xue et al.,, 2022). Cette derniere étude confirme, par
métatranscriptomique, les analyses de profils en AGV observés dans les études précédentes.
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L’expression d’une seule enzyme impliquée dans la synthese d’acétate et une dans la synthése
de butyrate étaient augmentées modérément contre des augmentations plus importantes de
quatre enzymes impliquées dans la production de propionate que ce soit par la voie lactique ou
succinique (Xue et al., 2022).

b)  Méthanogénése et efficience alimentaire

Le H2 produit au cours de la fermentation des glucides peut étre utilisé par les archées
méthanogénes pour réduire le CO; issu des processus fermentaires en méthane : COz + 4H, -
CHs + H2O (Martin et al., 2010). Cette premiére voie, majoritaire dans le rumen, est appelée
voie « hydrogénotrophe » et est réalisée par la plupart des méthanogenes (Danielsson et al.,
2017; Hook et al., 2010). Les différentes voies de synthése des AGV ne sont pas équivalentes
quant a la production de H> (Figure 1.2.3). De ce fait, d’assez fortes corrélations entre les
émissions de méthane et I’acétate (r= 0.58, p <0.001), le propionate (r=-0.57, p<0.001) et le
valérate (r=-0.35, p<0.001) ont été mises en évidence, en particulier sous un régime riche en
fourrages (Auffret et al., 2018). Ces liens justifient que dans certaines études 1’éructation de
méthane n’est pas mesurée mais déduite du profil en AGV (Arce-Recinos et al., 2022a; Moss
et al., 2000).

Une seconde voie de production du méthane repose sur la réduction de groupements méthyles.
Cette voie, qui peut prendre pour substrats les méthylamines ou le méthanol, est appelée voie
« méthylotrophe » (Carberry et al., 2014; Poehlein et al., 2018). Une troisiéme voie, appelée
voie « acétotrophe » consomme une molécule d’acétate et de I’ATP pour former du méthane et
du dioxyde de carbone sans consommer de dihydrogéne cumulant ainsi tous les inconvénients
pour I’hote. Cette voie n’est réalisée que par deux genres d’ archées : Methanosarcina et

Methanosaeta, et est minoritaire dans le rumen (Megonigal et al., 2014).

Quelle que soit la voie empruntée, la methanogénese est un phénomene spontané dans

I’environnement ruminal, chaud et anaérobie.

Au-dela des aspects environnementaux liés au méthane qui est un gaz a effet de serre a fort
potentiel de réchauffement global, 1’éructation de ce gaz représente une perte énergétique qui
peut avoisiner 10% de 1’énergie brute ingérée (Johnson et al., 2019; Johnson & Johnson, 1995;
Van Nevel & Demeyer, 1996). Cependant, pour certains auteurs, I’augmentation de I’éructation

de méthane est en réalité liée a une augmentation de la digestibilité de la matiere organique
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donc a une diminution de la perte fécale des nutriments et peut ne pas étre associée de facon

aussi simple a une diminution de 1’efficience alimentaire (Guinguina et al., 2020).

De fait, la plupart des études mettant en évidence une diminution des émissions de méthane par
les animaux efficients expriment cette diminution par une éructation globale plus faible en
volume ou en masse par jour ou par kilogramme de poids métabolique/jour (Fitzsimons et al.,
2013; Hegarty et al., 2007; Nkrumah et al., 2006; Xue et al., 2022). Mais, lorsque cette quantité
est rameneée au kilogramme de MSI, (Methane Yield = gCH4/kgMSI) les différences sont moins
marqueées ce qui suggere que le principal facteur impliqué dans la méthanogénése est la quantité
de MSI, nécessairement corrélée a la RFI par construction (Auffret et al., 2018; Buddle et al.,
2011; Fox et al., 2018).

La quantité de méthane éructée ne dépend pas uniquement du profil archéal ou de la quantité
de MSI, mais aussi de la composition des aliments. Ainsi, un régime riche en fourrages ou en
betterave favorisera la synthése d’acétate et de butyrate plutdt que de propionate et sera plus
susceptible d’augmenter la quantité de CH4 éructée (Beauchemin et al., 2008; Carberry et al.,
2014; Minnich et al., 2018; Smith et al., 2021; Soder et al., 2016). Par ailleurs la capacité des
méthanogénes a capturer le H> semble diminuer & pH inférieur a 6, méme aprés addition
d’hydrogene dans le milieu ce qui suppose que ce n’est pas seulement une compétition entre la
synthese de propionate et la méthanogénése qui est en jeu (Kessel & Russell, 1996; Russell,
1998). La communauté microbienne ruminale a aussi son importance dans les réactions
associées a la méthanogénése, que ce soient les protozoaires dont I’abondance a été corrélée a
I’éructation de méthane (Guyader et al., 2014) ou les bactéries dont certains genres comme
Ruminococcus, Coprococcus ou Eubacterium produisant plus de Hz ont été associés aux
animaux fortement émetteurs de méthane tandis que d’autres comme Fibrobacter, Olsenella ou

Sharpea I’ont été aux faiblement émetteurs (Kittelmann et al., 2014; Tapio et al., 2017).

Enfin, si la réduction des émissions de méthane peut étre recherchée a la fois sur le plan
environnemental et sur celui de I’efficience alimentaire, cette réduction n’est envisageable que
si d’autres mécanismes se mettent en place pour prendre en charge le Hz qui, autrement, risque

de perturber les fonctions digestives et fermentaires du rumen (Jouany, 2008).
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c) Acides gras longs, efficience alimentaire et lien avec le

métabolisme de I’hote
i. Les AG longs au niveau ruminal

Les acides gras (AG) a chaine longue présents dans le rumen proviennent de deux sources,
d’une part de I’alimentation, d’autre part de la synthése microbienne d’acides gras intégrés dans
les membranes cellulaires. Par ailleurs, les AG insaturés apportés par 1’alimentation subissent
souvent des transformations au sein du rumen, notamment une biohydrogénation. Cette
biohydrogénation, initialement mécanisme de défense contre la toxicité des AG insaturés,
pourrait également représenter un puits a hydrogene puisque leur réduction est effectuée a partir
du Hz ruminal (Castillo-Lopez & Dominguez, 2019). Cependant, cette consommation, estimée
a 1% du Ho, est beaucoup moins importante que par la méthanogénese ou la synthése de
propionate (Johnson & Johnson, 1995; Popova et al., 2011).

La biohydrogénation des AG ne peut avoir lieu que si leur fonction acide carboxylique est libre
ce qui suppose une premiére étape d’hydrolyse pour ceux dont I’acide est estérifié. Par la suite,
les AG polyinsaturés d’origine alimentaire, principalement I’acide linol¢ique (LA, C18 :2 n-6)
et ’acide alpha-linolénique (ALA, C18:3 n-3), subissent des réactions d’isomérisation,
d’hydrogénation et de réduction catalysées par des enzymes microbiennes. Les
microorganismes les plus impliqués dans la biohydrogénation des lipides sont les bactéries et
en particulier appartenant au genre Butyrivibrio (Fukuda et al., 2007). En particulier I’ALA et
le LA sont isomérisés en dienes et tricnes conjugués (c’est-a-dire en acides gras polyinsaturés
dont les insaturations ne sont séparées que par une liaison) par la delta-12 isomérase puis réduits
en acide vaccénique (C18:1t11) et en acide stéarique (C18:0). Cependant, d’autres voies
existent, qui ne sont pas réalisées par le genre Butyrivibrio (Lourenco et al., 2010). En
particulier, une isomérisation alternative du LA en acide linoléique conjugué (CLA) t10,c12 et
saréduction en C18:1t10 peut étre réalisée par certaines bactéries comme Megasphaera elsdenii
(Kimetal., 2002) ou Cutibacterium acnes (Wallace et al., 2007), en particulier dans des régimes

riches en concentrés favorisant 1’acidification du rumen (Alves et al., 2021).

Les réactions de biohydrogénation sont rarement complétes au niveau du rumen et le
pourcentage de biohydrogénation dépend de I’AG consideré ainsi que des conditions
physiologiques du rumen (Doreau et al., 2012). Ainsi, avec un régime riche en concentrés, la

biohydrogénation est généralement moins importante (Alves et al., 2021).
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La synthése des AG microbiens est réalisée par les bactéries majoritairement, a partir des AGV
et des squelettes carbonés issus de la déamination. Les AG d’origine microbienne ont la
particularité d’étre parfois impairs et ramifiés contrairement aux AG d’origine alimentaire. La
ramification est dans la plupart des cas située sur le dernier carbone avant la fonction méthyle
terminale, auquel cas on les qualifie d’iso-AG ou sur 1’avant-dernier carbone, ils sont alors
qualifiés d’anteiso-AG. Par ailleurs, au sein des membranes des bactéries anaérobies strictes on
retrouve des plasmalogénes qui présente une liaison vinyl-éther en premiere position du
glycerol et certaines bactéries sont également capables de convertir des AGMI en AG contenant
un groupe hydroxyl- ou carbonyl- que 1’on désigne avec le préfixe hydroxy- ou oxo- (Goldfine,
2010; Hudson et al., 1995).

i1. Liens entre les AG longs et [ efficience alimentaire

Peu d’études se sont intéressées aux liens entre AG longs du rumen et efficience alimentaire et
elles reposent sur un nombre faible d’animaux. Toral et al. ont montré une accumulation d’acide
stéarique (C18:0) au détriment des AG a 18 carbones mono- et poly-insaturés dans le rumen de
brebis laitieres efficientes en comparaison de leurs homologues inefficientes (Toral et al.,
2021). Ces résultats sont cohérents avec ceux d’Artegoitia et al, dont 1I’étude métabolomique
menée sur des taurillons divergeant par leur GMQ a ingestion identique a montré une proportion
plus faible d’ALA et de LA dans le rumen des animaux a forte vitesse de croissance (Artegoitia
et al., 2017). Enfin, I’étude de Xue et al. menée sur des vaches Holstein en lactation a identifié
I’acide laurique C12 :0 comme potentiel marqueur biologique d’efficience alimentaire sans que

celui-ci soit particuliérement lié a un genre bactérien et sans autre explication (Xue et al., 2022).

Les CLA, en particulier les deux CLA majoritaires que sont le CLACcIs9, transll et le
CLAtrans10, cis12, ont été rapportés comme limitant I’adipogénése et la lipogénése dans de
nombreuses especes, y compris de ruminants (Dirandeh et al., 2021; Martins et al., 2015; Park
& Pariza, 2007; Shi et al., 2017; Trinchese et al., 2020). Chez les animaux laitiers, les CLA sont
en partie responsable du syndrome de dépression de la matiére grasse laitiere et, chez les
animaux allaitants, ils pourraient avoir un effet sur les variations de composition corporelle
observées entre animaux efficients et inefficients (Zhang et al., 2017) (voir Chapitre 3 : 4) c)
Composition Corporelle, page 60). En particulier, il semblerait que I’isomére CLAtrans10,cis12
posséde une action anti-adipogénique plus marquée (Martins et al., 2015) possiblement par

stimulation de I’expression de PPAR-o impliquée dans la béta-oxydation des lipides et la
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régulation de la glycémie (Trinchese et al., 2020) et par inhibition de genes impliqués dans la
lipogénese (Shi et al., 2017). Dans une étude de supplémentation de jeunes bovins par des CLA
rumino-protégés, un effet modéré de la supplémentation sur I’augmentation du FCE associée a
une diminution du score d’engraissement (noté de 1 a 5) a été observé (Schiavon et al., 2019).
Les animaux supplémentés tendaient a avoir une concentration sanguine en albumine et en
protéines totales plus faible et avaient une urémie plus faible ce qui laisse supposer un effet des
CLA sur le métabolisme protéique (Schiavon et al., 2019).

Ainsi les AG ruminaux sont issus de la digestion mais sont susceptibles de jouer un réle au
niveau métabolique dont les liens avec ’efficience alimentaire seront développés dans le
chapitre suivant. Les liens des AG ruminaux avec les AG du tissu adipeux des ruminants et
avec la qualité nutritionnelle et organoleptique de la viande de ceux-ci ont été plus
extensivement étudiés mais ne constituent pas a proprement parler des éléments d’efficience

alimentaire. lls ne seront pas abordés dans ce manuscrit de thése.
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L’efficacité de la digestion pourrait contribuer, au moins en partie, a I’efficience

alimentaire. Chez les ruminants, celle-ci reposerait surtout sur le microbiote ruminal.

Des variations de communautés microbienne ont été mises en évidence dans les
multiples études s’étant intéressées aux liens entre microbiote ruminal et efficience
alimentaire, cependant, la plupart de ces études ont été réalisées sur un petit nombre

d’animaux soumis a des régimes tres variés ce qui empéche de faire émerger une

véritable conclusion.

Ces différences de communautés microbiennes peuvent avoir un effet sur 1’efficacité
digestive de 1I’animal par une plus ou moins bonne valorisation des aliments. En
particulier, sur le plan de la digestion des glucides, une augmentation de la proportion
de propionate dans le rumen semble associée avec une meilleure efficience alimentaire

chez les ruminants en croissance.

Nous analyserons separément les populations microbiennes ruminales dans deux
régimes et choisirons une approche intégrant les quatre regnes suivants : archées,
bactéries, protozoaires et champignons anaérobies, pour chercher un lien entre
microbiote et efficience alimentaire chez I’ovin, chez lequel trés peu d’études ont été
menees a ce jour. Nous realiserons aussi des analyses métabolomiques pour avoir un
apercu des phénomenes se déroulant au sein du rumen et pouvant expliquer 1’efficience

alimentaire.

Les premieres études ayant tenté de quantifier I’importance de D’efficience digestive sur

I’efficience alimentaire lui ont accordé une place assez peu importante au regard des

phénomeénes métaboliques qui seront abordés dans le chapitre suivant. Cependant, des

différences de digestibilité de la matiere organique et de ses divers constituants ont pu étre

observées entre animaux efficients et inefficients et, si certains résultats semblent parfois

contradictoires, il est possible que les animaux efficients soient en partie les animaux dont la

capacité d’adaptation digestive a la ration est la meilleure (Figure 1.2.4).

Les processus digestifs ne sont pas indépendants des processus métaboliques que ce soit par

I’énergie nécessaire au processus de digestion et a I’entretien des tissus digestifs ou par les

actions des produits des multiples réactions se déroulant dans le rumen sur les divers tissus de

I’hote.
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Figure 1.2.4: Résumé des principaux facteurs qui pourraient expliquer l’efficience alimentaire en lien
avec [efficience digestive. Les fleches vertes et rouges témoignent d’une association positive ou
négative entre déterminants. Ainsi, [’augmentation de la digestibilité apparente de la ration et la
diminution des rejets gazeux sont tous deux des déterminants de [efficience alimentaire mais il existe
un antagonisme entre eux. Les points d’interrogation représentent un manque de données dans la
littérature.
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Chapitre 3. Mécanismes métaboliques de I’hote

associés avec P’efficience alimentaire

L’énergie ingérée par un animal est partiellement retenue : toute 1’énergie absorbée n’est pas
métabolisée par 1’animal qui en perd par éructation ainsi que dans les urines. L’énergie
métabolisable nette qui résulte de la soustraction de ces pertes a 1’énergie digérée est utilisée
pour I’entretien cellulaire, ainsi que pour la thermogénése, qu’elle soit alimentaire (autrement

appelée extra-chaleur), liée a I’activité de 1’animal ou a sa régulation thermique.

1. Production de chaleur et efficience alimentaire

La part de la production de chaleur par les divers mécanismes tissulaires, liés a la thermogénese
ou a l’activité, dans les variations interindividuelles d’efficience alimentaire a été estimée a
56%, le reste étant associé a des variations de composition corporelle ou de digestion (Herd et
al., 2004; Richardson & Herd, 2004).

Peu d’études ont concomitamment estimé 1’efficience d’animaux en croissance et leur
production de chaleur mais elles semblent converger vers une production de chaleur plus
importante par kilogramme de poids métabolique pour les animaux inefficients. Chaves et al.
en 2015, en particulier, ont estimé la production de chaleur quotidienne de zébus efficients et
inefficients a partir de la mesure simultanée de la consommation d’oxygéne et du nombre de
battements cardiaques par minute pendant 10 a 15 minutes et de la mesure du rythme cardiaque
moyen sur quatre jours (Chaves et al., 2015). lls ont montré que les animaux efficients avaient
une consommation d’oxygene par battement cardiaque réduite par rapport aux inefficients. Ces
résultats sont cohérents avec ceux obtenus sur des taurillons, les animaux efficients produisant
10% et 21% de chaleur en moins que les animaux moyens et les inefficients, respectivement
(Nkrumah et al., 2006). D’autres travaux, chez des génisses avant ou apreés sevrage (Cabral da
Silva et al., 2020; Ledo et al., 2018; Paddock, 2010) ou sur des vaches en lactation (Huhtanen
et al., 2021; Kennedy et al., 2021) confirment ces observations.
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Une facon de catégoriser les productions de chaleur chez les mammiféres est de considerer le
métabolisme basal comme des pertes obligatoires et d’y ajouter des pertes « facultatives » liées
a la thermorégulation, a I’activité et a ’extra-chaleur qui est la perte énergétique due aux
phénomenes digestifs et métaboliques apres ingestion d’une ration par un animal (Harper et al.,

2002).

Bien que des études aient montré I’importance de la thermorégulation dans les pertes
énergétiques chez des petits animaux associant les animaux capables de mieux réguler leur
température a une meilleure efficience alimentaire (Luiting et al., 1991), ce phénoméne a moins
d’importance chez les gros animaux (Herd & Arthur, 2009). De fait, les études liant les pertes
thermiques par radiation a I’efficience alimentaire sont rarement concluantes et quand elles le
sont, elles se contredisent en fonction du mode de prise de température et de la zone de I’animal
considérée (Brown, 2005; Martello et al., 2016; Montanholi et al., 2010; Thompson et al.,
2018).

2. Activité des animaux et efficience alimentaire

Le comportement, qu’il soit alimentaire ou non, ne sera pas abordé en détail dans cette synthese
bibliographique, les paramétres de comportement n’ayant pas été mesurés dans notre étude.
Cependant, il est important de noter que, dans plusieurs études récentes et sur plusieurs especes,
des liens ont été établis entre le comportement des animaux et 1’efficience alimentaire (Herd et

al., 2019; Marie-Etancelin et al., 2019; Metzler-Zebeli et al., 2017).

a)  Activité

L’hypothése d’un impact de 1’activité physique, consommatrice d’énergie, sur 1’efficience
alimentaire a assez t6t été avancée dans la littérature, et ce chez de nombreuses espéces : des
poules (Akbar et al., 1985), aux porcs (Metzler-Zebeli et al., 2017) ou aux ruminants (Herd et
al., 2004; Llonch et al., 2018; Pereira et al., 2016). En mesurant le temps passé debout et le
nombre de pas quotidiens avec un accélérometre, Llonch et al. ont montré que les taurillons
inefficients tendaient a étre plus mobiles que les taurillons efficients (Llonch et al., 2018).
L’addition de paramétres d’activité physique dans le modele de prédiction de la RFI chez les
vaches laitieres fortement productrices a amélioré la prédiction du modele (Fischer et al., 2018;
Martin et al., 2021). Cependant, d’autres analyses n’ont pas mis en évidence de différences
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entre les animaux efficients ou inefficients que ce soit par rapport au temps passé debout ou au
nombre de pas quotidiens (Asher et al., 2018; De La Torre et al., 2019; Hafla et al., 2013). Les
variations d’activité ont probablement plus de poids dans les variations interindividuelles
d’efficience alimentaire dans les systémes extensifs dans lesquels elles peuvent étre plus

marquées qu’en stabulation.

La comparaison des évenements alimentaires et non alimentaires chez des génisses nourries
avec une ration a base d’ensilage d’herbe a montré une diminution des comportements actifs

non associés a I’alimentation chez les animaux efficients (Fitzsimons et al., 2014).

b)  Comportement alimentaire

Dans une étude établissant le comportement alimentaire d’agneaux de race Romane, qui sont
les ancétres des animaux utilisés dans notre étude (Partie 2), Marie-Etancelin et al. ont mis en
évidence un lien assez fort (avec une corrélation génétique de -0,56) entre le temps écoulé entre
deux visites successives aux distributeurs de concentrés et I’efficience alimentaire. Les animaux
les plus efficients génétiqguement ont tendance a faire moins de visites par jour aux automates
(Marie-Etancelin et al., 2019). Des résultats similaires ont été obtenus au niveau phénotypique
sur des brebis de races diverses avec une corrélation positive significative entre le nombre de
repas quotidiens et la RFI et ce a la fois autour de 300 jours de vie et autour de 500 jours de vie
(Muir et al., 2018). Ces différences pourraient étre liées, en partie, a une augmentation des
pertes liées aux déplacements chez les animaux inefficients. Cependant, chez des jeunes bovins,
aucune différence de nombre de visites n’a été obtenue bien que les animaux efficients passent

moins de temps & manger que les inefficients (Hafla et al., 2013; Kenny et al., 2018).

Par ailleurs, d’autres études menées sur des taurillons nourris avec un régime riche en
concentrés ou riche en fourrages ne mettent en évidence aucune différence de durée d’ingestion
ou de nombre de visites entre les animaux efficients, consommant moins, et les animaux
inefficients ce qui suggere que, une fois ramenée a la quantité de MSI, les taurillons efficients
passeraient plus de temps a manger que les inefficients (Llonch et al., 2018; Pereira et al., 2016).
Cela pourrait étre lié & une meilleure stabilité du pH ruminal par une salivation plus importante
quand les animaux mangent plus lentement. Cette hypothése est renforcée par la mise en
évidence d’un tri alimentaire dans le sens d’une plus forte ingestion d’éléments grossiers chez
les animaux efficients nourris avec des rations riches en concentrés (Dykier et al., 2020; Pereira

et al., 2016). Ce tri permet une meilleure stabilité du pH ruminal et une meilleure digestion des
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éléments fibreux par les animaux en diminuant la vitesse de transit (Fitzsimons et al., 2014).
Cependant, ces résultats sont a nuancer. En effet dans 1’étude de Dykier et al., les animaux qui
triaient défavorablement les aliments grossiers étaient les animaux présentant une RFI positive
mais parmi les animaux triant favorablement les aliments grossiers les trois catégories de RFI
(fortement négative, moyenne et fortement positive) étaient assez équitablement représentées
(Dykier et al., 2020). Par ailleurs, aucune différence de tri n’a été mise en évidence chez des
taurillons Angus efficients ou inefficients nourris ad libitum ou a hauteur de 75% de 1’ad
libitum, les deux groupes d’animaux sélectionnant les éléments >4 mm plut6t que les fines
(Andreini et al., 2020).

Le comportement alimentaire résulte des stimuli orexigénes et anorexigénes ainsi que du
contexte de dominance entre les animaux qui est difficile a évaluer. En retour, il a un impact
sur les variables digestives et métaboliques. Globalement, il semble que les animaux efficients
passent moins de temps & manger parce qu’ils mangent moins, que cela se caractérise par une

diminution du temps total allou¢ a 1’ingestion ou par un plus petit nombre de repas.

c) Extra-chaleur et ingestion

Une réduction de I’ingestion augmente globalement ’efficience d’utilisation de 1’énergie,
notamment par diminution de 1’extra-chaleur et des pertes urinaires et fécales. En effet,
I’énergie consommée par le tube digestif, qui représente 15 a 30% des dépenses energétiques
de I’organisme, n’est pas fixe (Ortigues, 1991). Elle est dépendante de la quantité ingérée
(Ferrell & Jenkins, 1998; Lines et al., 2014; Osuji et al., 1975) ainsi que de la composition et
de la structure du régime avec une extra-chaleur digestive plus importante lors d’une
augmentation de la teneur en fibres de la ration (Armstrong & Blaxter, 1956) ainsi que de la
longueur des fibres (Osuji et al., 1975). Ainsi Mc Bride et Milligan ont montré sur des ovins
qu’en passant d’une consommation alimentaire suffisante pour couvrir le besoin d’entretien a
deux fois le besoin d’entretien, la consommation d’énergie au niveau du duodénum augmentait
de 37% (McBride & Milligan, 1985). Susenbeth et al. ont estimé le besoin lié a la consommation
d’aliment et a la rumination a 10 a 30% de 1’énergie métabolisable selon si le fourrage était de
bonne qualité ou constitué de paille non traitée (Susenbeth et al., 1998). Dans I’étude récente
d’Andreini et al. les bouvillons les plus efficients avaient non seulement une plus faible extra-
chaleur que les inefficients mais 1’écart se creusait lorsque les animaux étaient restreints

(Andreini et al., 2020).
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La restriction alimentaire n’est, cependant, pas une bonne stratégie pour ameliorer 1’efficience
puisqu’elle impacte également les dépots de gras et de muscle et augmente la dégradation des
protéines en dessous d’un certain seuil (Andreini et al., 2020; Lobley et al., 1987). Les gains en
tissu adipeux et en muscle diminuent de méme que le GMQ lors de restrictions alimentaires.
Le tissu adipeux semble plus impacte, ce qui résulte dans certaines études en une augmentation
du pourcentage de protéines dans la carcasse chez les animaux restreints (Old & Garrett, 1987).
Cependant, les efficiences d’utilisation de 1’énergie pour le dépot de graisse et de protéines chez
les ruminants sont plutét favorables au dépdt de matiéres grasses avec une efficacité de dépot
variant de 10 a 40% pour les protéines et de 50 a 80% pour les matieres grasses respectivement

en particulier du fait du colt du turnover protéique (Rikhardsson et al., 1991).

3. Processus systémiques

a)  Battements cardiaques

Les animaux les plus efficients en termes de RFI ont régulierement un rythme cardiaque plus
faible associé¢ avec une consommation d’oxygéne par battement cardiaque plus faible et ce a
différents ages et stades physiologiques du veau nourri avec un aliment starter en plus du lait
(Ledo et al., 2018) aux genisses et taurillons (Cabral da Silva et al., 2020; Chaves et al., 2015;
Hafla et al., 2013; Paddock, 2010).

b)  Hormones

Dans la mesure ou les hormones, et globalement tout le systéme endocrinien, sont impliqués
dans la régulation de I’ingestion et dans les phénomenes d’anabolisme et de catabolisme, il

semble logique que ce systéme joue un role dans I’efficience alimentaire.

Chez les ruminants 1’ingestion est contrdlée a la fois par des signaux centraux et périphériques
et elle est, notamment, dépendante de paramétres environnementaux ou sociaux évoqués dans
le Chapitre 1. Elle dépend de signaux hormonaux orexigénes et anorexigénes qui découlent du
statut énergétique de 1’animal ainsi que de signaux physiques liés a la tension au niveau du
rumen ou a son osmolalité (Allen, 2014). En particulier, le neuropeptide Y (NPY) stimule la
prise alimentaire et pourrait étre associé avec une consommation exagérée dont on a vu qu’elle
était plutdt caractéristique des animaux inefficients. Perkins et al. ont montré que les bouvillons
efficients (n=8) avaient une expression plus faible de NPY et de MC4R, un récepteur des
mélanocortines, par rapport aux inefficients (n=8) (Perkins et al., 2014). Ces modifications
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étaient associées, dans le tissu adipeux sous-cutane, a une augmentation de I’expression de la
leptine fonctionnant dans une boucle de rétrocontréle avec le NPY (Perkins et al., 2014). Ces
résultats ont été reproduits a plus grande échelle sur deux groupes extrémes de 30 canards (Zeng
etal., 2016).

La leptine est une hormone synthétisée par le tissu adipeux qui a un rdle anorexigene. Sa
concentration plasmatique est fortement corrélée a la masse adipeuse, en particulier viscérale,
cette corrélation se renforgant au fur et a mesure de la prise de poids de 1’animal (Altmann et
al., 2006). De ce fait, sur des animaux jeunes, la concentration en leptine, en tant que régulateur
de I’ingestion, est plutdt associée aux animaux consommant peu (Ehrhardt et al., 2003) tandis
que chez des animaux plus agés que ce soient des vaches laitiéres (Xi et al., 2016) ou des bovins
allaitants (Foote et al., 2015; Nkrumah et al., 2007) la leptine, positivement corrélée avec la
masse grasse, est retrouvée en concentration supérieure chez les inefficients. Dans la seule étude
liant leptine et efficience alimentaire chez les ovins & notre connaissance, la concentration en
leptine dosée deux heures avant le deuxiéme repas de concentrés de la journée chez des ovins
de 70 a 120 jours (24,5 a 40kg) était plus élevée chez les animaux efficients (Montelli et al.,
2021). Par ailleurs, une corrélation assez forte a été mise en évidence entre leptine et insuline

et insulin-like growth factor I (IGF-I) chez les agneaux pre-sevrage (Ehrhardt et al., 2003).

Dans la littérature, les concentrations plasmatiques en IGF-1 ont été inconstamment reliées a
I’efficience alimentaire. Les premicres études menées sur le sujet montraient initialement une
corrélation plutot positive entre I’IGF-1 et la RFI (Brown, 2005; Moore et al., 2005).
Cependant, la ré-analyse de ces résultats avec addition de nouvelles données et séparation des
animaux par catégories d’age a montré un lien beaucoup moins fort voire une légére corrélation
négative entre RFI et IGF-1 (Herd & Arthur, 2009). Les études plus récentes tendent plutot a
mettre en évidence des corrélations négatives entre IGF-1 et RFI, essentiellement dues aux
corrélations positives entre I’hormone et le GMQ (Kelly et al., 2010a, 2013; Nascimento et al.,
2015).De plus, des études ont montré que des SNP au niveau d’un intron du géne codant pour
le récepteur a I’hormone de croissance étaient associés a une augmentation du poids vif et de
I’efficience alimentaire (Sherman et al., 2008b). Il est possible qu’une stimulation plus
importante du récepteur a la GH induise une production plus importante d’IGF-1 associée a une
augmentation du GMQ (Lemal et al., 1989).

Dans leur revue sur les mécanismes physiologiques de I’efficience alimentaire chez les bovins

allaitants, Cantalapiedra-Hijar et al. soulignent que les corrélations négatives entre RFI et IGF-

1 ont plutdt été obtenues avec des régimes riches en fourrages tandis que les corrélations avec
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des régimes riches en concentrés sont plus aléatoires (Cantalapiedra-Hijar et al., 2018). Un autre
facteur de confusion potentiel est ’age des animaux qui détermine également leur composition
corporelle. Ainsi la plus forte association négative entre RFI et IGF-1 a été retrouvée chez des
agneaux de 70-120 jours (Montelli et al., 2021) tandis que, chez des animaux plus agés, une
augmentation de la concentration plasmatique en IGF-1 pourrait étre associée avec des besoins

d’entretien plus importants liés au maintien de la masse musculaire (Welch et al., 2013).

De la méme fagon, les nombreuses études qui ont comparé 1’insulinémie et la glycémie de
bovins et d’ovins ne sont pas parvenues a établir un lien clair entre celles-ci et 1’efficience
alimentaire (Cabral da Silva et al., 2020; Elolimy et al., 2019; Fitzsimons et al., 2014; Kelly et
al., 2010a; Xi et al., 2016). Tout au plus, une corrélation positive modérée est retrouvee entre
la concentration en béta-hydroxybutyrate (BHB) sanguin, opposé a la glycémie, et
I’inefficience (Cabral da Silva et al., 2020; Lawrence et al., 2011; Richardson et al., 2004).
Cependant, ce lien est & considérer avec prudence car le BHB peut aussi provenir d’une
conversion du butyrate ruminal dont 1’absorption serait plus importante chez les inefficients

liée a I’augmentation de la MSI.

Enfin, les corticoides, connus pour étre associés au stress, ont été proposés comme des
marqueurs potentiels d’efficience alimentaire méme si les liens entre concentrations en
corticoides et efficience alimentaires ne font pas consensus. Dans les études de Knott et al., les
ovins ayant la plus faible RFI présentaient des réponses a une stimulation par I’ACTH ou par
I’insuline plus faible que les ovins inefficients (Knott et al., 2008, 2010) tandis que dans 1’étude
de Curley et al., les animaux calmes, estimés par ailleurs plus efficients, avaient une
cortisolémie basale plus faible et une réponse a I’ACTH plus importante (Curley et al., 2008;
Voisinet et al., 1997). De méme, la cortisolémie ou les métabolites fécaux du cortisol, reflétant
davantage la cortisolémie au cours du temps qu’une mesure ponctuelle, ont été corrélés
positivement (Foote et al., 2016; Kelly et al., 2017) ou négativement (Gomes et al., 2013;
Llonch et al., 2018; Montanholi et al., 2010; Richardson et al., 2004) a la RFI. Ces variations
sont probablement dues aux variations nycthémérales de la concentration en cortisol et a
I’importante variabilité interindividuelle de la concentration fécale en corticostérone. Le
cortisol est également impliqué dans le metabolisme des protéines et des lipides et il est possible
que son effet sur I’efficience alimentaire passe par des variations de composition corporelle
(Hill, 2012).
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c)  Composition corporelle

Nous avons déja évoqué I’importance du volume du tube digestif dans la dépense énergétique
associée a son entretien. D’autres études s’étant intéressées a la masse de différents organes
entre animaux de différentes catégories de RFI ont mis en évidence une corrélation positive
plus ou moins forte entre la masse absolue ou relative du foie et la RFI (Montanholi et al., 2017,
Montelli et al., 2021; Taussat et al., 2019; Zhang et al., 2017). Le foie est un organe qui
représente une faible part de la masse des animaux mais une part importante de 1’activité
métabolique et des dépenses énergétiques, cette part étant par exemple estimée a 20% du besoin

d’entretien total dans le revue d’Ortigues (Ortigues, 1991).

Dans leur méta-analyse, Berry et Crowley ont montré que les animaux dont la RFI, estimée
sans la composition corporelle, était plus élevée avaient, en moyenne, une carcasse plus grasse
et une plus faible proportion de tissu maigre (Berry & Crowley, 2012). Ces résultats ont été
confirmés par des études plus récentes (Asher et al., 2018; Fitzsimons et al., 2014; Herd et al.,
2019; Kelly et al., 2019; Mao et al., 2013). En particulier, dans 1’étude exhaustive de Herd et
al,. la composition corporelle a été identifiée comme le principal facteur explicatif de
I’efficience alimentaire avec, notamment, une épaisseur de tissu adipeux sous-cutané au niveau

des cotes et de la croupe plus importante chez les bouvillons inefficients (Herd et al., 2019).

Le lien entre RFI et quantité de muscle dans la carcasse est moins constant bien que
fréquemment retrouvé, et négatif dans la plupart des cas (Elolimy et al., 2018; Kelly et al.,
2010b, 2019; Nascimento et al., 2016; Nkrumah et al., 2007; Taussat et al., 2019). Ces
observations ont poussé un certain nombre de chercheurs a inclure des données de composition
corporelle dans leur modele de régression de 1’ingestion aboutissant a la RFI (Rosales Nieto et
al., 2019; Tortereau et al., 2020). Les RFI ainsi obtenues sont alors indépendantes des variables

de composition corporelle considéreées.

L’effet de la composition corporelle sur 1’efficience alimentaire est probablement multiple.
D’une part, a masse équivalente, un kilogramme de mati¢re grasse nécessite beaucoup plus
d’énergie a déposer qu’un kilogramme de muscle. Cette différence se réduit si on considere ces
deux tissus en matiére séche et s’inverse Si on considere le besoin en énergie métabolisable
nécessaire pour déposer une quantité¢ donnée de calories sous forme de 1’un ou I’autre tissu.
Ainsi, différentes études ont estimé la quantité d’EM nécessaire pour déposer une kcal de
protéines a 5 a 10 kcal tandis que les besoins pour déposer une kcal de tissu adipeux sont de
I’ordre de 1,2 a 2 kcal d’EM (Old & Garrett, 1985, 1987; DiCostanzo et al., 1991). Dans la
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plupart des études, les dépdts adipeux sont évalués par échographie et évaluent le gras sous-
cutane dont les régulations métaboliques ne sont pas les mémes que pour le gras inter ou intra-
musculaire. Cela explique que trés peu d’études ont mis en évidence des différences de graisse
intramusculaire quand bien méme des différences de tissu adipeux sous-cutané ou viscéral
avaient éte identifiées entre animaux efficients et inefficients (Lines et al., 2014; Montelli et al.,
2021; Nascimento et al., 2016).

Enfin, sur le plan métabolique, bien que le dép6t massique de protéines nécessite moins
d’énergie, la préservation du tissu musculaire et son entretien est beaucoup plus consommatrice
en énergie que I’entretien du tissu adipeux puisqu’elle repose sur un équilibre permanent entre

synthése et dégradation protéique.

4. Processus cellulaires

a)  Turnover protéique

Parmi les processus tissulaires impliqués dans les différences interindividuelles d’efficience
alimentaire il est probable que le turnover protéique ait un réle important a jouer. En effet, le
renouvellement permanent des protéines d’un organisme est un processus énergivore
(Waterlow, 1995). Ce processus a été un des premiers suggérés par Richardson et Herd en 2004
pour expliquer les différences non digestives d’efficience alimentaire (Richardson et al., 2004).
Chez les ovins en croissance, le turnover protéique a été estimé comme responsable de prés de

20% des dépenses énergétiques corporelles (Gill et al., 1989).

Le turnover protéique est la balance entre la synthese et la dégradation des protéines dont la
résultante, positive en cas d’apports de nutriments suffisants et en situation d’anabolisme, est
une accrétion musculaire. Lorsque les ressources viennent a manquer ou en cas de
vieillissement et de résistance anabolique, il est possible que la dégradation des protéines prenne
le pas sur la synthése résultant en une sarcopénie (Coelho-Junior et al., 2022). La synthése de
protéines est favorisée notamment par la voie mTOR qui est activée par au moins deux
stimulants physiologiques majeurs que sont I’insuline et la leucine (Tavares et al., 2015). Nous
avons vu qu’aucun consensus n’était établi entre insulinémie et efficience alimentaire. Quant a

la leucine, elle est rarement dosée en routine dans les études d’efficience alimentaire.

L’estimation du turnover protéique peut se faire de différentes facons que ce soit par excrétion

urinaire de 3-méthyl-histidine (3MH), un acide aminé caractéristique des protéines
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myofibrillaires, ou par utilisation d’un traceur isotopique stable comme la 3C-leucine ou la *°N-
glycine (Guillet et al., 2008; Leverve et al., 1992). La méthode des traceurs permet de suivre a
la fois I’incorporation de I’acide aminé marqué dans une protéine particuli¢re et le catabolisme
de cet acide aminé par mesure du CO2 marqué ou de 1’'urée marquée selon I’isotope utilisé. Le
turnover protéique est, lui, évaluable par dilution du traceur isotopique dans le pool plasmatique
de I’acide aminé en question. L’urée urinaire pourrait également étre considérée comme un
marqueur de catabolisme protéique mais, dans la mesure ou une part de 1’ammoniac ruminal
formé par la dégradation des matieres azotées par les microorganismes est absorbée et

transformée en urée au niveau du foie, ce marqueur est peu spécifique chez les ruminants.

Les quelques études ayant mesuré I’excrétion urinaire de 3MH n’ont pas mis en évidence de
différence de catabolisme protéique entre les animaux efficients et inefficients (Castro Bulle et
al., 2007; Gomes et al., 2013; Guarnido-Lopez et al., 2022; Richardson et al., 2004). De la
méme maniére, les méthodes de traceur isotopique n’ont pas permis de mettre en évidence une
quelconque différence de rétention de 1’azote entre animaux efficients et inefficients (Lines et
al., 2014). Enfin, une méthode reposant sur la disparition plasmatique de 1’isotope N et sur
son apparition urinaire developpée par Cantalapiedra et al., menée sur un échantillon
conséquent de 588 bovins en croissance a montré une corrélation positive significative entre
I’abondance relative d’isotope lourd et les indices d’efficience alimentaire (RFI ou FCE)
(Cantalapiedra-Hijar et al., 2016, 2019; Guarnido-Lopez et al., 2021). Cela suggere que le
turnover protéique pourrait étre impliqué dans ’efficience alimentaire mais que la mise en
évidence de ce phénomeéne nécessite des dispositifs a grande échelle (Guarnido-Lopez et al.,
2021).
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b)  Cycle de I'urée

Comme mentionné plus haut, I'urée peut étre un marqueur de dégradation protéique puisque
les acides aminés issus de la dégradation des protéines entrent en partie dans la synthése de
nouvelles protéines mais sont également déaminés pour valoriser leur squelette carboné
(Lobley, 2003; Lobley et al., 1987). Ainsi, méme si peu d’études ont mis en évidence des
différences en termes d’urée plasmatique, deux études métabolomiques menées par Jorge-
Smeding et al. suggérent que le cycle de 1’urée pourrait étre ralenti chez les animaux efficients
(Jorge-Smeding et al., 2021, 2022). La premiére étude met egalement en avant une diminution
de I'urémie chez les animaux efficients ainsi que de la concentration plasmatique en leucine,
valine et isoleucine de ces animaux sous un régime a base d’ensilage de mais (Jorge-Smeding
et al., 2021). Dans la deuxieme étude, menée sur des génisses nourries avec une ration presque
uniquement composée d’ensilage d’herbe, 1’urée ne différait pas mais les acides aminés
ramifiés, la lysine et I’ornithine, acide aminé central du cycle de 1’urée, étaient présents en plus
faible quantité dans le plasma des animaux efficients (Jorge-Smeding et al., 2022). Ces résultats
sont cohérents avec la méta-analyse de plusieurs études d’association pangénomique qui montre
que les voies de degradation des acides aminés a chaine latérale ramifiée seraient associées a la
RFI (Duarte et al., 2019). Ces voies ont également été rapportées dans 1’étude transcriptomique
de Khansefid et al. ayant mis en évidence une diminution de I’expression des génes impliqués
dans la protéolyse musculaire chez des bovins Angus efficients comparativement aux
inefficients (Khansefid et al., 2017). Ainsi il est possible que la protéolyse augmentée chez les
animaux inefficients soit responsable d’un relargage plus important d’acides aminés dans le
plasma et d’un fonctionnement accéléré du cycle de I’urée dont les étapes sont consommatrices

d’énergie.

Par ailleurs, le cycle de I'urée est reli€ au cycle citrique a plusieurs égards. D’une part, les acides
aminés ramifiés peuvent aboutir a la formation de citrate via 1’acétyl-CoA ou de succinyl-CoA
via le méthylmalonate, ces deux acides étant des composants du cycle de Krebs. D’autre part,
leur transamination se fait en paralléle d’une transamination de 1’alpha-cetoglutarate, lui aussi
composant du cycle de Krebs, en glutamate. Le glutamate peut étre converti en N-
acetylglutamate dans la mitochondrie et le N-acétylglutamate est le principal activateur de la
synthése de carbamoylphosphate, porte d’entrée du cycle de 1’urée, a partir de bicarbonate et

d’ammoniac issu de la déamination des acides aminés ou de 1’absorption ruminale.
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c) Lachaine de phosphorylation oxydative
i. Fonctionnement de la chaine de phosphorylation oxydative

Le cycle citrique est un ensemble de réactions aboutisant a la formation de coenzymes réduits
NADH,H" et FADH; et d’ATP en paralléle d’une production de dioxyde de carbone. Les
coenzymes reduits sont ensuite oxydés au niveau de la chaine de phosphorylation oxydative
composée de plusieurs complexes permettant un transfert d’électrons le long de la membrane
interne de la mitochondrie. Au sein de chaque complexe des protons sont exportés depuis la

matrice mitochondriale vers 1’espace intermembranaire et serviront de force proton-motrice.

Ce gradient de protons est, par la suite, dissipé au niveau d’une ATP-synthase parfois nommee
complexe V (CV) qui utilise 1’énergie libérée par la dissipation du gradient de proton pour la

réaction de phosphorylation d’une molécule d’ADP en ATP (Figure 1.3.1).

Les électrons peuvent ne pas étre correctement transportés depuis le complexe | (CI) ou le
complexe I (CIl), qui sont les points d’initiation de la chaine de phosphorylation oxydative,
vers le complexe I11 (CI1I) ou du CIII vers le complexe IV (CIV). Ce phénomene, appelé fuite
d’¢lectrons, est responsable de la formation intra-mitochondriale d’espéces réactives de
I’oxygene (ROS). La réduction de dioxygéne forme un ion superoxyde (O.-) qui peut par la
suite étre pris en charge par un systeme antioxydant (impliquant la Superoxyde Dismutase
(SOD) et la Glutathion peroxydase (GSHPx)) ou former des ROS comme le radical hydroxyle
HO.

Par ailleurs, une partie des protons peut rejoindre la matrice mitochondriale sans passer par le
CV et dissiper le gradient de protons (Harper et al., 2002). Ces transferts qui se font par
I’intermédiaire de protéines découplantes (UCP) sont notamment responsables de la production
de chaleur dans le tissu adipeux brun ou la premiere UCP a été découverte (Heaton et al., 1978;
Nicholls, 1976). Au-dela de la perte de force proton-motrice potentiellement responsable d’une
diminution de I’efficience au niveau de la mitrochondrie, ce découplage permet de fournir des
protons nécessaires a la réduction de ROS et de rééquilibrer la membrane interne lorsque la
capacité de phosphorylation est inférieur a la capacité de transferts d’électrons (Gnaiger, 2020;
Ojano-Dirain et al., 2007).

64



NADH,H* "
Succinate

ATP
NAD*
ADP+Pi Cycle de

Citrate Krebs Fumarate +Pi H*

Pyruvate,
succinate...

Oxalo-
acétate AT e

Systémes antioxydanjs

Oxydation de
I’ADN et des
protéines
+ signalisation

ATP

Espace
intermembranaire

Figure 1.3.1 : Schéma simplifié des processus mitochondriaux aboutissant a la production d’ATP par la voie de
la phosphorylation oxydative.

1. Fuite d’éléctrons, espeéces réactives de l'oxygene et efficience

alimentaire

Les premieres études ayant lié efficience mitochondriale et efficience alimentaire ont été
menées chez des poulets de chair par isolation des mitochondries au niveau des muscles des
membres ou de la poitrine (Bottje et al., 2002; Igbal et al., 2004). Dans la plupart des cas I’indice
d’efficience utilisé était le FCR. Ces études ont montré que les oiseaux les plus efficients avaient
un meilleur couplage de leur chaine de transport d’électrons (Igbal et al., 2004; Ojano-Dirain
et al., 2005). Ces phénomenes n’ont pas toujours ét€ mis en évidence sur tous les complexes et
leur localisation a parfois été rapportée comme tissu-dépendante mais dans 1’ensemble, les
volailles efficientes avaient toujours une fuite d’électrons plus faible (Bottje et al., 2002; Ojano-
Dirain et al., 2004).
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De méme, chez les porcs, on retrouve dans les mitochondries isolées a partir des muscles
semitendineux et semimembraneux d’animaux efficients une augmentation de 1’activité des CI
et Cll ainsi qu’une corrélation positive entre ROS et RFI (Grubbs et al., 2013b, 2013a).

Les études menées chez les bovins ont mis en évidence une activité de transfert d’électrons plus
importante chez les bovins efficients dans des conditions ou le substrat était limitant (glutamate
pour CI ou succinate pour ClI) ou en conditions non limitantes mais également une production
plus importante de peroxyde d’hydrogéne dans le muscle long dorsal et dans le foie (Casal et
al., 2018; Kolath et al., 2006; Lancaster et al., 2014).

Ce dernier résultat, en apparence contradictoire avec les observations précédentes sur les
poulets et les porcs ne ’est pas réellement. En effet, une augmentation de ’activité respiratoire
mitochondriale peut augmenter la production de ROS si elle est liée a une fourniture plus
importante de substrat ou & une diminution si la demande d’ATP est importante et que la chaine
est globalement plus oxydée (Brand, 2016). Ainsi, ces études récentes tendent a montrer une
activité plus importante aux niveaux des complexes | et Il et une surexpression des protéines
mitochondriales chez les animaux efficients mais une activité de la superoxyde dismutase et de
la glutathion peroxydase plus élevées chez les inefficients (Casal et al., 2018, 2020; Fernandez
et al.,, 2020). Ces augmentations d’activité peuvent résulter d’une meilleure utilisation de
I’énergie et d’une moindre production de ROS chez les animaux efficients ou de leur moins
bonne gestion desdites ROS risquant de causer un stress oxydatif plus important (Kolath et al.
2006; Judson K. Grubbs et al. 2013; J. R. Russell et al. 2016).
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Conformément aux premiéres études ayant comparé 1I’'importance de 1’efficience
digestive et de I’efficience métabolique chez les ruminants, il semble qu’une part plus
importante de ’efficience alimentaire puisse étre expliquée par des phénomenes extra-
digestifs. Du moins, on retrouve plus d’uniformité dans les résultats avec en particulier

une production de chaleur plus importante chez les animaux inefficients en lien avec

une augmentation des besoins d’entretien.

L’évaluation de I’activité a permis de constater que, dans la plupart des cas, les
animaux efficients avaient une activité plus faible que ce soit sur le plan des activités

alimentaires ou non alimentaires.

La composition corporelle semble un bon reflet de I’efficience mais, comme pour les
phénomeénes hormonaux, il est possible que ses effets varient en fonction de 1’age et du
statut physiologique des animaux. Un kilogramme de muscle est moins codteux a
déposer qu’un kilogramme de matiére grasse lorsque le GMQ est élevé, mais plus

codteux a entretenir sur le long terme du fait du turnover proteique.

La plupart des études qui évaluent la production de chaleur et le métabolisme des
animaux efficients ou inefficients portent sur de petits effectifs. En effet la chambre
calorimétrique est un dispositif contraignant, qui ajouté a la contrainte, déja forte, de la
mesure de la RFI, rend la généralisation a un grand nombre d’animaux difficile. De fait
la plupart des publications évaluent les dépenses énergétiques par des moyens

détournés.

Nous évaluerons, sur des animaux élevés en intérieur, le métabolisme de 1’hdte par
I’intermédiaire d’un dosage par RMN des petits métabolites plasmatiques. Cette
approche permettra d’identifier des molécules associées a I’efficience alimentaire et

d’en déduire les processus métaboliques impliqués.
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Figure 1.3.2 : Schéma récapitulatif des principales explications avancées dans la littérature pour expliquer la variabilité
interindividuelle d’efficience alimentaire que ce soit au niveau digestif ou au niveau métabolique avec les potentielles
interactions entre ces deux phénomenes. Les fléches vertes et rouges représentent des relations positives ou négatives
entre les déterminants de [ efficience alimentaire présentés. Les étoiles violettes représentent | efficience mitochondriale
qui peut étre évaluée dans de multiples tissus. Les points d’interrogation représentent un manque de données dans la

littérature.
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Conclusion et objectifs de la these

Les mécanismes impliqués dans 1’efficience alimentaire des ruminants sont encore assez
méconnus bien que plusieurs pistes liées a 1’efficacité digestive et a I’efficience métabolique
aient eté avancées. Ces deux ensembles d’hypothéses sont complémentaires en cela que
I’efficacité digestive explique les variations des rapports entre 1’aliment apporté et ce qui est
métabolisable par I’animal et 1’efficience métabolique explique la variabilité interindividuelle
de I'utilisation de I’énergie métabolisable et des nutriments absorbés. Par ailleurs, les approches
digestives et métaboliques sont aussi imbriquées puisque les produits de fermentation issus de
la digestion ruminale peuvent avoir un effet majeur sur le métabolisme, en particulier par la
priorisation de certaines voies métaboliques chez 1’hdte au profit de certains tissus. Il est donc

intéressant d’étudier simultanément ces deux volets de I’efficience alimentaire.

=> Les objectifs de cette theése seront d’explorer les mécanismes sous-jacents a 1’efficience
alimentaire, en particulier en nous concentrant sur les phénomeénes digestifs et
métaboliques liés a I’individu pour lequels aucun consensus n’a pu étre obtenu soit par

manque d’études soit par difficulté de comparaison entre études.

La plupart des travaux menés, que ce soit chez les bovins ou les ovins, qu’ils soient allaitants
ou laitiers, reposent sur l’identification, au sein d’une population, des individus les plus
extrémes phénotypiquement ; et en leur comparaison, selon les paramétres choisis. Quelques
études se basent également sur des lignées divergentes établies depuis plusieurs générations ce
qui suppose des effectifs plus importants. Cependant, peu de recherches portent sur un plus
grand nombre d’animaux en alliant la sélection divergente et la mesure des phénotypes sous

divers régimes. En particulier, aucune étude de ce genre n’a été menée chez les ovins allaitants.

=> Nous nous appuierons pour les besoins de cette étude sur des lignées sélectionnées de
facon divergente sur la consommation résiduelle afin de maximiser la variation
génétique et de pouvoir conserver un nombre important d’animaux lors de
I’établissement de groupes de phénotypes extrémes. Afin de limiter les effets
environnementaux, nous travaillerons en bergerie, dans un méme béatiment et dans les
mémes conditions de logement. Par ailleurs, nous travaillerons sur une race unique et

sur des agneaux males d’age similaire et pré-pubéres.

Dans les études ou I’efficience alimentaire a €té estimée a différents stades de production et
sous différents régimes, une corrélation assez faible entre les indices d’efficience alimentaire

aux différentes phases a été mise en évidence. Par ailleurs, les déterminants de 1’efficience
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alimentaires identifiés dans cet état de 1’art semblent varier en fonction du régime distribué aux
animaux, en particulier les éléments ayant trait & la composition du microbiote ruminal et a

I’efficacité digestive.

=>» Pour cette raison nous suivrons des ovins allaitants nourris successivement avec deux
régimes, tous deux distribués par des distributeurs automatiques, le premier constitué
de 100% de concentrés, régime sous lequel s’opére la sélection génétique, et le second

constitué d’un tiers de concentrés et de deux tiers de foin.

Ce dispositif devrait nous permettre de répondre aux trois hypothéses qui émergent de 1’état de

I’art réalisé :

- Chez les ruminants, une partie de I’efficience alimentaire semble reposer sur la digestion
des aliments par le microbiote ruminal ; dont la communauté pourrait étre orientée pour
réduire les pertes digestives et favoriser les produits d’intéréts, qu’ils soient précurseurs
ou modulateurs, pour le métabolisme de I’hote.

- L’autre partie de ’efficience alimentaire est expliquée par I’efficience métabolique,
potentiellement en lien avec les produits microbiens.

- Les phénomenes liés a I’efficience alimentaire sont dépendants de la ration distribuée

aux animaux.
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Partie Il.  : Etude expérimentale

Afin de répondre a nos hypotheses, nous évaluerons dans un premier temps la communauté
microbienne ruminale dans son ensemble par analyse des populations de procaryotes et
d’eucaryotes ruminaux ainsi que par leur lien direct avec la production d’acides gras volatils,
principaux substrats énergétiques chez les ruminants. Nous explorerons également les
potentielles interactions entre les métabolites ruminaux, y compris issus du métabolisme des
acides gras, et I’efficience alimentaire et les liens potentiels entre métabolites ruminaux et
métabolisme de I’hote par dosage des métabolites plasmatiques. Afin de limiter les effets
environnementaux, nous travaillerons sur une race unique et sur des agneaux males prépuberes
d’age comparable. Ces analyses seront réalisées sous deux régimes différents, I’'un composé
exclusivement de concentrés enrichis en fibres et ’autre constitué d’un mélange de concentrés

et de foin (1/3, 2/3) (Figure 11.0.1).

 Tissu adipeux Muscle
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gras dorsal
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. N\
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|
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Figure 11.0.1 : Résumé des analyses réalisées dans cette partie expérimentale.
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Chapitre 1. Construction du dispositif expérimental

1.  Initiation des lignées

La selection des lignées divergentes sur la consommation alimentaire résiduelle a été initiée en
2016. Elle se base sur le phénotypage annuel d’agneaux males de race Romane sur I’'UE INRAE
P3R depuis 2009. Les parametres génetiques de la consommation résiduelle et ses composantes
ont été estimés sur le sous-ensemble des agneaux phénotypés entre 2009 et 2016. Cette
population initiale est constituée de 951 agneaux males agés de 70 jours en moyenne (60-90j)
qui ont été phénotypés pendant 8 semaines aprés une période d’adaptation de 14 jours
(Ricordeau et al., 2020). Les poids des agneaux en début de période de phénotypage et en fin
de période de phénotypage sont mesurés et leur GMQ est calculé en divisant le gain de poids
total sur la période par le nombre de jours qui la composent. La composition corporelle des
animaux est estimeée par échographie du muscle long dorsal (longissimus dorsi) et de 1’épaisseur
de gras dorsal mesurée au niveau de la derniére cote flottante (13eme cdte) a un centimetre de
la colonne vertébrale. Le poids métabolique, le GMQ et les épaisseurs de gras dorsal et de
muscle dorsal sont intégrés comme parametres d’une régression linéaire de 1’ingestion
quotidienne moyenne dont le résidu (RFI) est la mesure d’efficience alimentaire utilisée. Les
paramétres genétiques de la consommation alimentaire résiduelle sont estimés a 1’aide du
logiciel ASReml (Gilmour et al., 2009) sous un modele animal en prenant en compte les
phénotypes des animaux ainsi que leur pedigree. Parmi les béliers phénotypés en 2013 et 2014,
les 12 béliers présentant les valeurs génétiques extrémes (6RFI+ et 6RFI-) ont été utilisés

comme reproducteurs pour initier les lignées divergentes.

La sélection est effectuée sur la voie male. Ainsi, parmi les descendants des béliers fondateurs,
des béliers extrémes appartenant a la premiere génération de sélection ont été choisis comme
péres des agneaux de la deuxiéme génération, nés en 2017-2018 et ainsi de suite. Les femelles,
de race Romane elles aussi, ont été choisies de fagon a limiter I’accroissement de consanguinité.
Les animaux inclus dans cette thése appartiennent a la deuxiéme génération de sélection pour
les animaux prélevés et phénotypés en 2018 et a la troisiéme génération de sélection pour les
animaux prélevés et phenotypés en 2019 et 2020. Les animaux de 2018, 2019 et 2020 sont issus
de 15, 12 et 11 peres, respectivement.
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2. Mise en place du dispositif expérimental

Le protocole expérimental se déroule en deux phases successives. Entre 1’dge de 12 et 18
semaines, selon I’année, les agneaux males sont répartis en 4 a 6 lots en fonction de leur poids
en début de période d’adaptation (Figure I11.1.1). Pendant cette premiere phase, ils sont nourris
avec un régime constitué de 100% de concentrés enrichis en fibres auquel ils ont été habitués
par transition pendant les deux semaines précédant la période de contr6le. Au cours de cette
période de contrble, pendant six semaines, ils suivent le protocole de phénotypage présenté
précédemment : leur ingestion quotidienne est enregistrée a 1’aide de distributeurs automatiques
de concentrés (phase CONC). Leurs poids d’entrée et de fin de contrdle sont enregistrés et une
échographie dorsale est réalisée a I’issue des six semaines. La RFT est calculée a I’issue des 6
semaines de controles et les phénotypes obtenus complétent les données collectées depuis 2009

afin de réévaluer les parameétres géenétiques.

Aliment distribué sous forme de mélange (1/3 concentrés, 2/3 foin )

2
5 Ph CONC
ase Prépa Prépa

1 Phase MIX 1 Phase MIX 2
. MIX 1 e MIX 2
2 .
g Prépa | oy ase CONC Prépa Prépa
1 CONC MIX 1 Phase MIX 1 MIX 2 Phase MIX 2
2]

. Episode d’acidose due a un déréglement
2 du distributeur de concentrés
0
2
0
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* Pas d'arrét des distributeurs|a veille au soir du préléevement.

Figure 11.1.1: Schéma du dispositif expérimental. Les phases notées «Prépa »sont les phases
d’habituation au nouvel aliment. Les astérisques représentent les absences de mise a jeun des animaux
et la boite rouge un épisode d’acidose ayant occasionné un report du chantier de prélevements.

73




Les animaux présentant les valeurs d’index génétique les plus extrémes pour la RFI ont été
conserves et suivis lors d’une deuxiéme période de mesure au cours de laquelle ils ont été
nourris avec une ration mixte constituée de deux tiers de foin de dactyle et d’un tiers d’aliment
complémentaire sous forme de granulés (phase MIX). En 2018, la ration était distribuée sous
forme de ration mélangée par des distributeurs automatiques de fourrage. En 2019 et 2020, les
fourrages et les concentrés etaient distribués séparément par des distributeurs spécifiques et la
quantité de concentrés par animal était plafonnée a 700g en accord avec les besoins déterminés

pour permettre une croissance de 125g/jour.

Au cours de la phase MIX, les animaux ont éte séparés en deux périodes du fait du nombre
limité de distributeurs de fourrage. Ainsi, chaque année, la moitié des animaux conservés a été

suivie a 1’été et I’autre a I’automne.

A I’exception de cette séparation, au sein de chaque phase (CONC ou MIX) les animaux étaient
dans les mémes conditions de logement, température et hygrométrie pour limiter les effets
environnementaux identifiés dans la Partie I, page 12 et étaient tous des males d’age similaire
au sein de chaque période pour limiter les effets liés au statut physiologique des animaux (voir
page 14). Lors de la phase CONC, les animaux étaient logés sur paille tandis qu’au cours de la

phase MIX ils étaient logés sur copeaux.

Pour chaque année de sélection, trois chantiers de prélévements de contenu sanguin et ruminal
étaient prévus (un pour la phase CONC et deux pour la phase MIX) mais la survenue d’un
épisode d’acidose li¢ a un déreéglement des distributeurs automatiques de concentrés (indiqué
par une boite rouge sur la Figure 11.1.1) a reporté a I’automne 2020 le chantier prévu a 1’été
2020. Ce sont, ainsi, 8 chantiers de prélévements qui ont été réalisés sur les 9 prévus

initialement.
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3. Régimes

Au cours de la phase CONC, I'intégralit¢ de 1’apport alimentaire se composait d’un aliment complet
concentré constitué de pulpe de betterave, de son de blé, d’orge, de mais, de tourtcaux de colza et de
tournesol et de luzerne déshydratée. Ces concentrés ont été formulés, chaque année, a facon, par SOREAL
Nutrition Animale (Vonnas, France) de facon a apporter 0,77 UFV/kgMS et contenir 17,5% de Matiéres
Azotées Totales (MAT).

Au cours de la phase MIX, I’aliment complémentaire concentré, produit chaque année par SOREAL
Nutrition Animale (Vonnas, France) était composé d’ un mélange de céréales et de co-produits céréaliers et
formulés de maniere & apporter 0,85 UFV/kgMS et contenir 18% de MAT. Le fourrage distribué était un
foin de dactyle de I’année précédente. Les compositions chimiques des différents aliments de la ration sont

présentées dans le Tableau I1.1.1.

Tableau I1.1.1 : Composition des aliments distribués au cours des deux phases. C= concentré, F=foin.

Phase CONC Phase MIX
2018 2019 2020 C_2018 C_2019 C_2020 F 2018 | F_2019 F 2019 F_ 2020
Eté Automne Automne

MS (g/kg) 905 888 883 882 874 894 914 914 916 900
MAT (%MS) 17.3 17.7 17.6 18.2 18.4 17.6 6.5 8.6 6.7 9.4
Cellulose 14.9 14.7 14.5 10.9 10 10.2 37.3 355 35.6 38.0
brute (%MS)
Matieres 1.9 3.4 2.5 4 0.35 3.6
Grasses
(%MS)

4. Matériel et Méthodes

a)  Prélévements

Théoriquement, les distributeurs automatiques d’aliments étaient coupés la veille du
prélevement autour de 21h afin d’assurer une « mise a jeun » d’au moins dix heures a tous les
animaux et de standardiser les conditions de prelevement en limitant les variations de
communauté microbienne et de métabolites liés a la proximité du repas ; cela permet également
de comparer les résultats obtenus avec ceux d’études dans lesquelles les prélévements ont été
effectués a I’abattoir sur des animaux a jeun (Kim et al., 2019) . Les distributeurs d’cau étaient,
quant & eux, arrétés environ deux heures avant le début des sessions de prélévements.

Cependant, lors de la deuxiéme période de la phase MIX de 2018 et lors de la phase CONC de
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20109, les distributeurs d’aliments n’ont pas ét¢ arrétés et les animaux ont pu continuer a manger
jusqu’au matin du prélévement. Ces deux événements sont marques par un astérisque rouge sur

la Figure 11.1.1

Les principales hypotheéses des variations interindividuelles d’efficience alimentaire étant des
différences de digestion et de produits fermentaires ainsi que des différences au niveau du
métabolisme, deux catégories d’échantillons ont été prélevées : des échantillons de contenu
ruminal destinés a I’étude de la communauté microbienne dans son ensemble ainsi que de divers
produits du métabolisme microbien, et des échantillons de sang destinés a 1’étude de la valence

métabolique de I’efficience alimentaire.

Les prélévements de contenu ruminal ont été réalisés a I’aide d’une sonde gastrique médicale
reliée a une pompe €lectrique. La sonde était rincée a 1I’eau chaude entre les animaux de maniére
a éviter la contamination d’un échantillon a I’autre et désinfectée avec une solution de
glutaraldéhyde (Steranios 2%) avant et aprés chaque session. La pompe était arrétée lors de la
remontée de la sonde le long de 1’cesophage pour limiter la contamination salivaire. Le contenu
ruminal a ensuite été aliquoté en plusieurs tubes: deux microtubes de 2 pL destinés
respectivement au séquencage de I’ADN codant pour I’ARN ribosomal 16S ou 18S et a I’étude
du métabolome ruminal par spectrométrie par résonnance magnétique nucléaire (RMN); un pot
droit de 60mL pour I’analyse des AG longs du rumen par chromatographie en phase gazeuse
(CPG) et un tube de 5 mL en polypropyléne contenant 0,2 mL d’une solution a 25% (v/v)
d’acide sulfurique concentré pour analyse des AGV du rumen par CPG. Immédiatement a la
suite de 1’aliquotage, les microtubes ont été¢ plongés dans de I’azote liquide puis transférés et
stockés dans un congélateur a -80°C jusqu’a leur utilisation. Les tubes et pots destinés aux

analyses par CPG ont été transférés dans un congélateur a -20°C.

Des prélévements sanguins ont également été effectués afin d’étudier le métabolome
plasmatique par RMN. Les prélévements ont été réalisés a la veine jugulaire a I’aide de
vacutainers et de tubes contenant de I’héparine de lithium. Ils ont ensuite eté centrifugés a 2 400
g pendant 10 minutes a 4°C de fagcon a séparer le plasma du culot cellulaire puis le plasma a été
transféré dans des microtubes de 2 pL. immédiatement plongés dans de I’azote liquide avant

transfert dans un congélateur a -80°C.
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b)  Analyse de lacommunauté microbienne ruminale par séquencgage
du gene codant pour ’ARNr 16S ou I’ARNr 18S

i. Extraction

A la suite du prélévement les échantillons de contenu ruminal ont été stockés a -80°C jusqu’a
I’extraction d’ADN réalisée a 1’aide du kit « ZR-96 Soil Microbe DNA Kit » (Zymo Research,
Irvine, Etats-Unis d’Amérique) sur 85 pL de la phase liquide de I’échantillon en suivant les

recommandations du fabricant. Le protocole détaillé est disponible en Annexe 2.
ii. Amplification

L’amplification du géne codant pour I’ARN 16S pour identification des bactéries et des archées
et celle du géne codant pour ’ARN 18S pour identification des eucaryotes ruminaux ont été
réalisées separément. L’ ADN purifié a été centrifugé a 1000 g pendant une minute puis, pour
I’ADN codant pour I’ARNTr 168, il a été dilué au centiéme avant d’étre centrifugé une seconde
fois dans les mémes conditions. Un microlitre de la solution contenant I’ADN a été prélevé et
ajouté au mélange de nucléotides, d’amorces et de Taqg ADN polymérase (dont la composition
est précisée en Annexe 2) puis placé dans un thermocycleur « Uno-96 » (OZYME, Saint-Cyr
’Ecole, France) pour amplification suivant un programme constitué de trois étapes
(dénaturation a 94°C, hybridation a 65°C, extension a 72°C) d’une minute chacune, répétées
30 fois. A I’issue de I’amplification, la présence d’ADN a été vérifiée par électrophorése sur
gel d’agarose avec tampon TBE (Tris, Borate, EDTA). Les échantillons amplifiés ont ensuite
été apportés a la plateforme de séquencage GeT-PlaGE (INRAE, Toulouse, France, doi:
10.15454/1.5572370921303193E12) ou une deuxieme amplification a éte réalisée en utilisant
des amorces auxquelles des séquences « étiquettes » ont été ajoutées. Cette 2eéme PCR a été
réalisée indépendamment pour chaque puits et chaque échantillon a recu une étiquette
individuelle. Une fois cette deuxieme polymérisation réalisée, les échantillons ont été groupeés
et séquencés en une seule fois sur un séquenceur Miseq (Illumina, San Diego, Etats-Unis

d’ Amérique).
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iii.Séquencage

Brievement les séquences obtenues a I’issue de la deuxiéme PCR contiennent, en plus de leurs
étiquettes, des adaptateurs communs qui permettent I’adhésion aux nano-pores d’une cellule de
flux qui sont couverts d’oligonucléotides complémentaires adaptateurs. Lorsqu’un fragment
d’ADN arrive dans le nano-pore il s’hybride avec I’oligonuclotide de la cellule de flux et sert
de support a la production du brin complémentaire. Le fragment d’origine est ensuite éliminé
et le brin complémentaire s’hybride en formant un pont avec 1’oligonucléotide complémentaire
de la cellule de flux et sert de support a la synthese de son brin complémentaire. Les deux brins
pontés sont ensuite dénaturés et I’amplification par pontage recommence jusqu’a obtention d’un
cluster de brins d’ADN identiques ou complémentaires au fragment originel. Ces derniers sont
clivés avant le séquencage, réalisé par adjonction de nucléotides qui portent des groupes
« stop » bloquant la polymérisation et chacun un fluorophore spécifique. Lorsque le méme
nucléotide est incorporé par tout le cluster en méme temps, un signal lumineux correspondant

au fluorophore du nucléotide incorporé est émis et détecté par une caméra (Figure 11 1.2).

3. Synthese du brin

4 Hybridation du brin C
1. Arrivée du fragment (Q) complémentaire (C) 5. Synthése du brin O
d’ADN dans le puits complémentaire de C
2. Hybridation avec l

I'oligonucléotide de la 4. Elimination du

cellule de flux fragment O

5. Dénaturation

6. Hybridation des nouveaux brins 7. Obtention d’un 8. Clivage spécifique des
cluster de brins Cet O brins C

Répétition des (]
étapes Set6

9. Incorporation d’un nucléotide
portant un fluorophore spécifique et

- un groupe « stop »
@ @0 10. Clivage du groupe « stop » et
répétition de I'étape 9.

Figure 11 1.2 : Représentation schématique des processus d’amplification en pont et de séquencage des
clusters sur une cellule de flux.

=
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Les données issues du séquencage ont été démultiplexées, c’est-a-dire réaffiliées a leur

¢chantillon d’origine grace aux étiquettes, avant le traitement bioinformatique.

iv. Traitement bioinformatique

A l’issue du séquencage, des lectures « Forward » et « Reverse » d’environ 250 nucléotides ont
été obtenues et traitées a I’aide du logiciel FROGS (Escudié et al., 2018).

Pre-process :

Dans un premier temps, les lectures obtenues grace aux amorces « Forward » et « Reverse »
ont été jointes pour former des séquences plus longues. Cette jonction se fait par recouvrement
de seéquences et, de fait, la longueur totale de la séquence équivaut a la somme des longueurs

des fragments amputée de la zone de superposition.

Pour les séquences obtenues a partir des amorces 18S, les lectures « Forward » et « Reverse »
ne se recoupaient pas et un outil de combinaison artificielle consistant a insérer arbitrairement
100 nucléotides non identifiés (N) a été utilisé. Ainsi, pour les étapes suivantes, et en particulier
I’affiliation, 1’information contenue dans les séquences est conservée. Les nucléotides N
peuvent rendre 1’affiliation moins précise et occasionner des affiliations multiples dues aux
incertitudes du nombre réel de nucléotides séparant les deux lectures et de la séquence de ces

nucléotides.

Apres cette étape, dite de dé-réplication, une deuxiéme étape consiste a éliminer les séquences
dé-répliquées ne contenant pas les bonnes amorces, celles contenant des nucléotides ambigus
(c’est-a-dire lorsque le signal fluorescent émis lors de 1’¢longation n’est pas précisément

attribuable a un nucléotide particulier), ou celles ne présentant pas la bonne longueur.

Clustering :

L’étape suivante est I’étape de clusterisation. Les séquences sont agglomérées selon leur degré
d’identité. Une approche classique et de considérer une séquence comme un centroide et de
comparer les autres séquences a celle-ci en considérant un seuil global de différence a partir
duquel la nouvelle séquence sera rejetée du cluster. Ce seuil est généralement fixé a 3% lorsque
les clusters se veulent représentatifs d’espéces (Schloss & Handelsman, 2006) mais quelques
auteurs préconisent de le réduire a 1% (Acinas et al., 2004). Le principal défaut de cette méthode
est I’absence de réévaluation du centroide aprés définition qui rend la clusterisation sensible au

choix de la premiére séquence. La méthode utilisée dans le logiciel FROGS est celle développee
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par Mahé et collaborateurs (Mahe et al., 2014). Cette méthode, appelée Swarm, considére les
amplicons comme des éléments appartenant a un espace et définit la distance entre deux
séquences par le nombre de nucléotides qui différent entre les deux. Un cluster est créé a partir
de la premiére sequence disponible. Ensuite, toutes les séquences présentant au plus d
differences sont agglomérées au cluster et deviennent des nouveaux points de départ. Cette
méthode fonctionne a partir de I’hypothése selon laquelle les clusters sont séparés dans 1’espace
par des zones vides et ne forment pas un vaste agglomérat. Dans la mesure ou la séquence
choisie comme point de départ ne restera pas nécessairement au centre du cluster, cette méthode
est indépendante du tirage initial. La clusterisation a été utilisée avec un nombre maximal de
différences d égal a 1. Pour compenser la tendance de la premiére version du Swarm a sur-
compartimenter les clusters, 1’option « fastidious », permettant de relier deux clusters de taille
réduite (singletons et doubletons) non contigus mais qui le seraient si une séquence présentant
une modification d’écart avec les deux avait été obtenue, a été utilisée (Mahé et al., 2015). Ce
dispositif sert a compenser la perte d’un potentiel intermédiaire, obtenu lors des PCR mais non

séquence.

Elimination des chiméres :

Au cours du processus de polymérisation lors des PCR et du séquencage, il est possible qu’un
fragment d’ADN issu d’une réplication avortée serve d’amorce au cycle suivant. Cela aboutit a
la formation de chimeres contenant une partie de séquence appartenant a une premiere espece
et une partie de séquence appartenant a une seconde espéce. Pour éliminer les chimeéres, le
logiciel FROGS procede a une validation croisée. Une séquence est considérée chimérique
uniquement si les fragments composant 1’hybride sont des morceaux de séquences qui font aussi
partie de 1’échantillon (Escudié et al., 2018; Schloss et al., 2011).

Filtres :

De trés nombreux clusters, aprés déchimérisation, contiennent trés peu de séquences, voire une
seule sequence auquel cas ils sont qualifiés de singletons. Ils peuvent étre occasionnés par des
erreurs de séquencage propres a certains échantillons par exemple. Des filtres peuvent étre
utilisés pour limiter la présence de ces singletons. Ainsi, Bokulich et al recommandent
I’utilisation d’un seuil a 0,005% du total des séquences pour déterminer les clusters qui seront

laissés de coté et considerés artéfactuels (Bokulich et al., 2013). Il est également possible de
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filtrer les sequences identifiées en comparaison d’une banque de contaminants ou de définir un

seuil de prévalence pour le cluster.

L’ensemble du processus bioinformatique a été appliqué séparément pour le séquencage du
gene codant pour I’ARNr 16S et pour le séquencage du geéne codant pour I’ARNr 18S mais
pour chacun, les échantillons de la phase CONC et de la phase MIX ont été traités ensemble

afin d’homogénéiser les numéros des clusters obtenus.

Affiliation :

Les clusters formés au cours du processus sont affiliés grace aux données taxonomiques
contenues dans les banques SILVA 16S (version 132) et 18S (version 138.1) respectivement.
Chaque cluster forme alors une Unité Taxonomique Opérationnelle (OTU), il se voit attribuer

une appartenance a des niveaux taxonomiques plus ou moins preécis.

A I’issue 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 conditions de prélévement
(dilution salivaire lors de prélevements ruminaux par exemple) et des conditions analytiques
(efficacité de la polymeérisation). Lorsqu’un microorganisme est identifié dans tres peu
d’échantillons cela résulte en un grand nombre de zéros dans la table d’abondance. Si, de
surcroit, le microorganisme est relativement peu abondant, il peut s’avérer difficile de conclure
qu’un microorganisme est plus abondant dans un groupe que dans un autre lors de
comparaisons. En effet, la présence d’un microorganisme dans une faible proportion des
¢chantillons d’un groupe et son absence de ceux de l’autre peut provenir d’un hasard
d’échantillonnage, et donc ne pas avoir de signification biologique. Pour cette raison, les OTUs
ont été considérées au niveau taxonomique du genre qui permet de regrouper des séquences
phylogénétiquement proches mais présentes chez peu d’individus. Cette approche permet
également une meilleure comparaison avec la littérature puisqu’un plus grand nombre de
séquences sont affiliées a 1’échelle du genre qu’a 1’échelle de I’espece et que la plupart des
études menées sur le microbiote présentent les abondances relatives des différents genres. De
plus, un filtre sur la prévalence a été appliqué aux tables d’abondance des genres afin de ne pas
dégager de conclusions potentiellement érronnées a partir d’un faible nombre d’observations.
Le niveau de ce filtre a été choisi pour conserver une majorité de séquences (>95%) tout en
réduisant la proportion de zéros dans les tables d’abondance (<20%) ce qui a conduit a

conserver les genres présents dans au moins 20% des échantillons. Ce filtre a été appliqué apreés

81



vérification qu’aucun genre présentant une prévalence proche du seuil n’était absolument

exclusif a un des groupes considérés.

¢) Analyse des AGV par CPG

Les AGV du contenu ruminal ont été dosés, conformément a la méthode de Playne (Playne,
1985), a I’aide d’un chromatographe (Agilent 7890A, Agilent Technologies, Santa-Clara, Etats-
Unis d’Amérique) équipé d’un détecteur a ionisation de flamme et d’une colonne de 30 m. Le

détail de I’analyse est présenté en Annexe 3.

L’utilisation d’un standard interne (acide 4-méthylvalérique a 0,2% (v/v)) a permis d’obtenir
des concentrations en mmol/L des six AGV (acétate, propionate, butyrate, valérate, isobutyrate
et isovalérate). Cependant, du fait de la potentielle dilution salivaire des échantillons et au
caractére dynamique de la production des AGV, nous avons choisi de travailler sur leurs

proportions et de les traiter de fagcon compositionnelle.

d) Analyse des acides gras longs par chromatographie en phase

gazeuse

L’analyse des acides gras longs par CPG a été adaptée de la méthode de Alves et al. 2013 (Alves
et al., 2013) et menée au laboratoire de productions animales de la faculté de médecine
vétérinaire de Lisbonne (FMV Lisboa). Brievement, cette méthode consiste en une méthylation
en deux temps (basique puis acide) des AG, en I’extraction des esters méthyliques d’acides gras
(EMAG) et en leur analyse par chromatographie en phase gazeuse sur chromatographe
Shimadzu GC 2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japon) équipé d’un détecteur a ionisation de

flamme et d’une colonne de 100 m. Le détail de I’analyse est présenté en Annexe 4.

L’addition d’un standard interne (acide nonadécanoique, C19 :0) au avant méthylation permet
d’obtenir des concentrations absolues mais, du fait de la dilution salivaire potentielle, les
pourcentages des différents EMAG ont été calculés de fagon a traiter le profil en acide gras de

facon compositionnelle.

82



e)  Traitement des données compositionnelles issues de 1’analyse des

AGV et des AG longs et des séquencages microbiens.
1. Nature et représentativité de I’échantillons

La nature du prélévement peut resulter en des concentrations en AGV ou AG longs plus ou
moins importantes selon que de la salive a été pompée ou non au court du prélevement. Pour
cette raison, les profils en AG et AGV, particuliérement lorsqu’ils sont obtenus a 1’aide d’une
sonde et non a I’abattoir, sont exprimés en pourcentages des différents AGV et AG totaux,
respectivement. De la méme maniére, au cours d’une extraction d’ADN, la quantit¢ d’ADN
récupérée peut étre variable selon les échantillons et les résultats des analyses de microbiote
peuvent témoigner d’importantes variations de profondeur de séquencage. Dans 1’un ou I’autre
cas, la quantification absolue des AGV, des AG ou des microorganismes n’est pas permise et
les résultats sont exprimés sous la forme de valeurs dépendantes les unes des autres. Ainsi on
exprimera ces données sous la forme de compositions dont les différents éléments ont une

importance relative variable.

ii. Traitement des données compositionnelles

Il est important de considérer la nature compositionnelle des données notamment si 1’on
souhaite travailler avec des corrélations intra-prélevement. Un exemple flagrant est donné par
Aitchison dans son « Concise Guide to Compositional Analysis » (Aitchison, 2005). Dans cet
exemple, deux scientifiques travaillent sur des échantillons appariés supposément identiques et
étudient la part animale, végétale et minérale des échantillons, 1'un en les déshydratant au
préalable (chercheur B) et I’autre en ne les déshydratant pas (chercheur A) (Figure 11.1.3). Les
deux scientifiques cherchent alors a corréler la partie animale et la partie végétale. La sous-
composition déshydratée est, en termes de partie animale et de partie végétale, strictement
similaire a la composition non déshydratée. Pourtant les corrélations entre deux parties de la
composition ne seront pas les mémes selon si 1’eau est conservée ou non avec, par exemple,
une corrélation de 0,64 obtenue par le chercheur A a partir de 4 échantillons tandis que le

chercheur B obtient une correélation fortement négative de -0,87.
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Figure 11.1.3: Illustration de l'incohérence des corrélations lors de la manipulation de données
compositionnelles. Le chercheur A et le chercheur B ont les mémes échantillons et réalisent une analyse
des corrélations entre la partie animale (en rouge) et la partie végétale (en vert) soit en déshydratant
(chercheur B), soit en ne déshydratant pas (chercheur A) les échantillons.

Cet exemple illustre que les données compositionnelles ne peuvent pas étre traitées par des
approches statistiques classiques par I’incohérence des résultats obtenus avec différentes sous-
compositions. Cette incohérence est particulierement vérifiée pour des compositions comptant
peu d’éléments puisque la détermination de 1’abondance relative d’un élément par un autre est

plus forte dans ce cas-la (Greenacre et al., 2021).

Une autre limite des données compositionnelle est leur appartenance a I’intervalle borné [0,1].
Cette limite peut étre levée par I’utilisation de logarithmes des ratios entre composants qui
permet de quitter cet intervalle tout en préservant les liens entre les éléments de la composition.
Le dénominateur choisi peut étre un des éléments de la composition, choisi arbitrairement : on
parle alors d’ALR (pour Additive Log-Ratio). Cette approche présente I’inconvénient de ne pas
étre une isométrie ce qui signifie que les distances entre les points images obtenus apreés

transformation ne sont pas identiques aux distances entre les points antécédents.
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Une autre approche commune en traitement de données compositionnelles est la transformation
CLR (pour Centered Log-Ratio) qui consiste & prendre pour dénominateur la moyenne
géométrique des éléments de la composition. Soit une composition {x =

[x1, %2, X3, ..., Xp_1,Xp | € RP}, aprés transformation clr, cette composition sera :

1
clr(x) = [log (;(—;),log (g’zi ) .., log (%)] avec g(x) = ([T%, x;)p. Contrairement a la

transformation ALR, la transformation CLR préserve les distances de la composition originale,
mais elle conserve aussi la dépendance forte entre les éléments de la composition puisque la

somme des coordonnées CLR est 0.

Enfin, I’approche ILR (pour Isometric Log-Ratio) repose sur la contruction de balances par une
série de séparations binaires des variable, les valeurs +1 et -1 seront attribuées a 1’un et I’autre
groupes de variables. A chaque étape, la coordonnée ILR est le quotient de la moyenne
géomeétrique des variables affublées de la valeur +1 par la moyenne géométrique des variables
affublées de la valeur -1, normalisé par un coefficient k qui dépend du nombre de variables qui

ont recu la valeur +1 (#.) et -1 (#.), respectivement : k = /%. En résulte, a partir de n
+ -

variables initiales, un total de n-1 coordonnées ILR. La répartition des variables a chaque étape
peut étre aléatoire ou guidée par des raisons biologiques. L’intérét principal de la transformation
ILR est de s’affranchir de la contrainte sur la somme des coordonnées mais 1’interprétation des
coordonnées, si elle est réalisable lorsque le nombre de variables est restreint (dans I’analyse
des AGV par exemple (Palarea-Albaladejo et al., 2017)), devient compliquée lorsque le nombre
de variables augmente. De fait, I’approche CLR sera privilégiée pour traiter les données

compositionnelles dans le reste de ce travail.

Dans le cas des analyses de communautés microbiennes il est assez courant qu’un
microorganisme ne soit pas observé dans un échantillon ce qui implique que les tables
d’abondance soient riches en zéros. En théorie, ces zéros peuvent étre considéres de deux
fagons. Soit ils sont « essentiels » et représentent une véritable absence qui pourrait permettre
de séparer des groupes d’individus par la prévalence du microorganisme ou témoignent d’une
subdivision trop importante des catégories, soit ce sont des « faux zeros » issus du hasard
d’échantillonnage lorsque la profondeur de séquencage est faible. Les premiers sont porteurs
d’une véritable information tandis que les seconds devraient étre transformés. En pratique, il
est tres difficile de savoir si, avec une profondeur de séquencage plus importante, le

microorganisme absent aurait pu étre détecté donc tous les zéros seront transformés.
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Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour remplacer ces zéros sans bouleverser les
relations entre les éléments de la composition. En particulier, I’approche GBM (Geometric
Bayesian-Multiplicative replacement) repose sur 1I’imputation bayésienne des zéros arrondis et
une multiplication des autres valeurs pour préserver les ratios entre les éléments. C’est cette
approche, décrite par Daunis-i-Estadella et al. (Daunis-i-Estadella & Martin-Fernandez, 2008)
que nous avons utilisée, a I’aide du package zCompositions de R (Palarea-Albaladejo & Martin-
Fernandez, 2015).

Dans le cas des analyses d’AGV, aucun pic n’était inférieur au seuil de détection et aucune
imputation préalable des zéros n’a été nécessaire. Lors des analyses d’AG, certains pics étaient
difficilement intégrables et ont été considérés comme des « faux zéros » liés a un seuil de
détection trop élevé, ces zéros ont été imputés. Enfin, le filtre sur I’abondance relative des
clusters (filtre de Bokulich) et le filtre appliqué sur la prévalence au niveau du genre nous ont
conduits a considérer les zéros restants dans la table d’abondance comme dus a un hasard
d’échantillonnage et a supposer que les genres associés auraient pu étre observés avec un effort

d’échantillonnage plus important. De fait, ces zéros ont été imputés par 1’approche GBM.

f)  Analyse en spectrométrie RMN des métabolomes ruminal et

plasmatique
i. Acquisition des spectres

Les analyses en spectrométrie par résonnance magnétique nucléaire (RMN) du proton ont été
menées & la plateforme MetaToul- AXIOM de I’unité Toxalim d’INRAE avec un spectrometre
Bruker AVANCE 111 HD 600 MHz (Bruker Biospin, Rheinstetten, Allemagne). Le protocole
de préparation des échantillons et les paramétres d’acquisition des spectres sont présentés en

Annexe 5.
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ii. Traitement des spectres

Aspects théoriques des spectres RMN

L’acquisition des spectres résulte en un ensemble de pics correspondant aux résonnances des
protons des molécules présentes dans 1’échantillon. Pour chaque molécule, le spectre contient
autant de groupes de pics que de types de protons différents. Ces pics peuvent étre simples ou
arranges en doublets, triplets ou divers multiplets en fonction du nombre de protons voisins du
type de protons considéré selon la regle dite « n+1». Ainsi, si un ou plusieurs protons
équivalents ont un proton voisin, le pic est un doublet, s’ils ont deux protons voisins, le pic est

un triplet, etc.

Le déplacement chimique auquel ces groupes de pics apparaissent est lié a I’électronégativité
locale dans la molécule. Le tétraméthylsilane (TMS), souvent utilisé comme référence, est
formé d’un atome de silicium substitu¢ par quatre groupes méthyles et a un déplacement
chimique nul. 1l en est de méme pour le 3-triméthylsilylpropionate (TSP), souvent utilisé
comme référence dans les solutions aqueuses et qui présente aussi des pics avec un déplacement
chimique plus important en plus du pic a 0 ppm. Sur la Figure 11.1.4, représentant 1’acide
isovalérique, on retrouve 4 groupes de protons, le premier (en jaune) constitué des 6 protons
équivalents appartenant aux deux groupes méthyles ayant un unique voisin et formant donc un
doublet sur le spectre, le deuxiéme (en vert) constitué de leur voisin qui, possédant 8 voisins
(respectivement 6 dans les groupes méthyles et deux portés par le carbone en a de la fonction
acide carboxylique), présente un nonuplet sur le spectre, le troisieme (en violet) constitué des
deux protons sur le carbone o ayant un unique voisin et formant un doublet et enfin le quatriéme
(en bleu) présent dans la fonction acide carboxylique formant un singulet avec un déplacement
chimique plus important, non représenté sur la Figure 11.1.4.
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Figure 11.1.4 : Représentation schématique d'une partie du spectre de I'acide isovalérique.

Obtention pratique des spectres RMN
Dans la pratique, nous n’avons pas analysé de composés purs donc les spectres obtenus ne sont
pas aussi nets que celui présenté ci-dessus. La premiére étape a 1’obtention du spectre est de

calibrer le déplacement chimique pour que le 0 corresponde avec la référence utilisée.

Dans les échantillons de contenu ruminal, le TSP ajouté au cours de la préparation des
échantillons (Annexe 5) a pu étre utilisé pour calibrer le 0. Dans les échantillons de plasma, le
TSP ayant complexé avec les protéines, nous nous sommes basés sur la présence d’un doublet
caractéristique dans le spectre du glucose (a & = 5,24 ppm), présent en quantité suffisante dans
tous les échantillons de plasma, pour calibrer les spectres (Wallmeier et al., 2017). Dans le cas
ou il n’y a aucune complexation du standard avec les molécules de 1’échantillon, sa
concentration peut étre utilisée pour calculer celles des métabolites identifiés (Mercier et al.,
2011).

Dans une derniere étape, la symétrie des pics a été vérifiée et une correction de phase a été
appliquée pour éviter les distorsions pouvant affecter I’intégralité du spectre ou des régions

spécifiques, en particulier a proximité du signal du solvant.

La calibration et la correction de phase ont été réalisées dans le logiciel TopSpin (Bruker

Biospin, Rheinstetten, Allemagne).
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iii. Traitement bioinformatique

Normalisation et débruitage des spectres

Le traitement bio-informatique des échantillons a été réalisé a 1’aide du package ASICS
(Automatic Statistical Identification in Complex Spectra) de R, developpé par Tardivel et al.
(Tardivel et al., 2017). Ce package applique une procédure totalement automatisée de traitement
des spectres RMN pré-traités et permet 1’identification des molécules présentes dans un
échantillon et leur quantification a partir d’une base de 191 métabolites dont le déplacement
chimique est connu dans les conditions de température et de pH standard.

Une normalisation des spectres est réalisée pour ramener 1’aire totale du spectre a une somme
constante, dans notre cas a 1. Par ailleurs, selon la nature de 1’échantillon, une zone peut étre
exclue des quantifications. Dans notre cas, que ce soit pour les échantillons de plasma ou de
rumen, il a été nécessaire d’exclure la zone correspondant a la résonance de 1’eau, matrice des
deux types d'échantillons et présente dans le tampon (entre 4,5 et 5,1 ppm). Du fait de I’intensité
du pic associé au solvant, la détection et la quantification des molécules résonnant dans cette

zone est impossible.

En RMN, comme dans la plupart des analyses, un bruit constitué de pics de petite taille, qui
peuvent étre des artefacts ou des molécules présentes en quantités extrémement faibles, est
observé. Tout pic d’amplitude inférieure a un certain seuil défini a I’observation du spectre et
noté py est considéré comme du bruit et ramene a zéro (Lefort et al., 2021). Dans notre cas, pia
été fixé a 0,015 pour les échantillons plasmatiques et ruminaux. De cette fagcon le spectre est
simplifié et présente deux types de régions, des régions d’intensité de signal nulle et des pics

qui vont étre sélectionnés et identifiés subsequemment.

Sélection des pics

La présence d’un métabolite dans un échantillon est détectée par la présence concomitante de
tous les pics associés a cet échantillon. Une premiere étape de sélection des potentiels
métabolites présents se base sur cette propriété. Ainsi, tous les spectres de référence pour
lesquels un ou plusieurs pics manquent dans le spectre complexe analyse sont 6tés de la librairie
réduite. Une marge de sécurité est tolérée pour 1’alignement des spectres complexes avec la
référence de fagon a ne pas éliminer un métabolite potentiel pour un décalage mineur d’un des

pics de son spectre. Dans notre cas, cette tolérance a été fixée a un décalage de 0,01 ppm.

Le spectre complexe est ensuite aligné contre un spectre de référence construit a partir des

spectres simples contenus dans la librairie réduite. Lors du pré-traitement le déplacement
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chimique des différents pics a été calibré sur un standard mais il est possible qu’il y ait un
décalage au sein du spectre. Pour cette raison, il est nécessaire, en seconde intention, de diviser
le spectre en sous-parties dont le décalage va pouvoir étre corrigé localement (Wong et al.,
2005) (Figure 11.1.5).

Les étapes successives d’alignement, que ce soit lors du pré-traitement ou des ajustements
global et locaux, aboutissent & une superposition des pics d’un métabolite dans le spectre

complexe avec les pics du spectre simple de ce métabolite.

Distorsion globale du spectre
<

Alignement manuel de I'intégralité du spectre par alignement avec la référence.
-+

Spectre de référence du Spectre du métabolite M
métabolite M au sein de I'échantillon
avant pré-traitement.

Figure 11.1.5 - Alignement progressif du spectre d’un métabolite M appartenant au spectre complexe
d’un échantillon au spectre de référence du métabolite M, d’apres Lefort et al. (2021).

Quantification relative des métabolites

La quantification des métabolites se fait en trois étapes (Lefort, 2021). Pour résumer, une
premiére étape consiste a estimer le spectre complexe par une combinaison linéaire des spectres
de la librairie réduite, un coefficient étant attribué a chacun. Une deuxiéme étape consiste a
déterminer parmi les coefficients obtenus lesquels ne sont pas statistiquement différents de 0
en utilisant le Family-Wise Error Rate (FWER). Pour les métabolites dont les coefficients n’ont
pas été considérés nuls a I’étape précédente, une troisiéme étape consiste en la ré-estimation de
ces coefficients en n’intégrant que les métabolites sélectionnés au modéle linéaire. A la suite
de ces trois étapes, les quantifications relatives sont obtenues en divisant les coefficients
obtenus par le nombre de protons contenus dans les molécules identifiees. Cette approche
suppose qu’il n’existe aucune somme de deux ou plusieurs métabolites dont la combinaison

linéaire soit exactement le spectre d’un autre métabolite.
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Conformément aux recommandations des auteurs du package ASICS, les donnees issues de la

spectrométrie RMN n’ont pas été considérées compositionnelles (Chapitre 4.1).

g)  Statistiques

i. Identification des facteurs de variation majeurs non associés a

[efficience alimentaire et correction statistique

Afin de décrire nos jeux de données (métabolomes plasmatique et ruminal par RMN, analyses
chromatographiques des AGV et des AG longs du rumen et séquencages de I’ADN codant pour
les ARNr 16S et 18S) et d’identifier les différents facteurs susceptibles de les influencer, des
analyses en composantes principales (ACP) ont été réalisées Les données de microbiote
serviront d’illustration des principaux facteurs de variation environnementaux et expérimentaux

identifiés par ACP. Sur la Figure 11.1.6, I’effet année, visible avant transformation des données

en coordonnées CLR est encore plus évident apres.
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Figure 11.1.6 : Analyse en composante principales des genres microbiens obtenues par séquencage du
gene codant pour I’ARNr 16S a partir des prélévements sur les animaux recevant le régime CONC avant
(A) et apres (B) transformation CLR mettant en évidence un effet fort de [ ’année de prélévement.

Par ailleurs, au regime MIX, un effet de la période de prélevement ressort assez nettement sur
I’analyse en composante principales que ce soit pour les communautés eucaryotes ou
procaryotes ou pour les profils d’AG. En complément de I’ACP, une analyse par t-Stochastic
Neighbor Embedding (t-SNE), reposant sur la minimisation de la distance entre échantillons
similaires plut6t que sur la maximisation de la variation au sein des jeux de données, a permis

d’obtenir une meilleure résolution de 1’effet période, masqué par I’effet année en ACP (van
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der Maaten & Hinton, 2008). La « perplexité » du modele t-SNE, qui correspond au nombre de
voisins optimal pour chaque point a été fixée a la racine carrée du nombre d’échantillons en

accord avec les valeurs empiriques de la littérature (Cao & Wang, 2017; Xu et al., 2020).

Les analyses discriminantes ou d’association ont été realisées sur les résidus de modeles
linéaires des différentes variables par les effets que 1’on souhaitait corriger, a savoir : ’année,
le lot auquel appartenaient les animaux, et un facteur binaire « mise a jeun » en phase CONC
et I’année, la période, le lot et le facteur binaire « mise a jeun » en phase MIX. Dans le cas des
phénotypes zootechniques (consommation, poids, GMQ, épaisseurs de gras et de muscle
dorsaux), I’effet « mise a jeun » n’a pas été pris en compte puisque ces phénotypes, mesurés

avant les prélevements, n’en dépendaient pas.

ii. Analyses multivariées

Dans la plupart des cas, les données compositionnelles nécessitent des approches multivariées
qui permettent de prendre en compte les variables dans leur globalité et, en particulier, leurs
relations d’interdépendance. Des approches univariées (en particulier ANOVA et corrélations
entre jeux de données) ont été utilisées en complément des approches multivariées afin de
pouvoir donner un poids a chaque variable mais ont toujours été interprétées en paralléle des

analyses multivariées.

Les relations entre les différents jeux de données ont été explorées par régression PLS des jeux
de donneées deux a deux a I’aide du package MixOmics (Rohart et al., 2017) et cette approche
a été complétée par le calcul de corrélations de Pearson. Pour les analyses impliquant les
communautés microbiennes, une sélection préalable des variables a été effectuée a I’aide de la

fonction tune.spls de mixOmics.

Les analyses discriminantes, qui constituent le coeur de ce travail, consistent a décrire, expliquer
ou prédire, a partir d’un ensemble de variables explicatives, I’appartenance d’une observation
a un groupe. Dans notre cas, les groupes a discriminer sont les lignées généetiques et les groupes
phénotypiques d’efficience alimentaire qui sont le reflet de I’efficience alimentaire réelle des
animaux. Comparativement a d’autres analyses discriminantes comme la LDA (Linear
Discriminant Analysis), la PLS-DA (Partial Least-Squares Discriminant Analysis) est moins
sensible a la multicollinéarité des données, inévitable lorsqu’on travaille sur des données

compositionnelles (Naes & Mevik, 2001). La PLS-DA est une approche multivariée trés
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adaptée lorsque les observations doivent étre classées en fonction d’un nombre réduit de
groupes prédéterminés a partir d’un nombre important de variables. Dans le cadre d’une PLS-
DA, un premier jeu de données contient les variables a partir desquelles la discrimination est
réalisée tandis qu’un second jeu de données est composé d’une variable unique, appelée
variable indicatrice, prenant une valeur numerique différente pour chaque groupe considéreé. Il
s’agira alors pour la classification d’établir, a partir des covariances, la meilleure maniére de

prédire 1’appartenance a un groupe (Brereton & Lloyd, 2014).
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Figure 11.1.7 : Illustration de l’'approche PLS-DA et de la détermination du meilleur modele par
AUROC.

Cependant, toutes les observations d’un groupe ne sont pas identiques et totalement différentes
de celles de I’autre groupe et les échantillons de I’un et I’autre groupe se répartissent de part et
d’autre de la valeur moyenne attribuée au groupe. On utilise alors un seuil, noté 8 sur la Figure
I1.1.7, qui permet d’estimer le groupe prédit d’une observation a partir du mod¢le. Si la
discrimination était parfaite les vrais positifs (VP) représenteraient 1’intégralité des positifs et
les faux positifs (FP) n’existeraient pas. La proportion de VP et de FP a différents seuils sert a

construire la courbe ROC (Receiver Operating Characteristic). Une courbe ROC diagonale

93



représente une discrimination totalement aléatoire, il n’existe alors pas de seuil qui permette de
maximiser les VP tout en minimisant les FP. L’aire sous la courbe ROC (AUROC) est un

moyen d’évaluer la qualité de la discrimination.

Lorsqu’un trés grand nombre de variables est utilisé pour classer un plus petit hombre
d’échantillons, il peut arriver qu’une discrimination émerge dans un jeu de données sans qu’il
y ait de différence réelle entre les deux groupes sur le plan biologique (Ruiz-Perez et al., 2020).
Cet effet, appelé sur-ajustement, implique qu’il faille vérifier la fiabilité des modeéles, par
exemple par test de permutation et de validation croisée, en plus d’étudier leur qualité de

discrimination par AUROC (Lee et al., 2018).

Enfin, afin de d’obtenir un poids relatif des différentes variables dans la discrimination, la
valeur VIP (Variable Importance in Projection) a été calculée pour le modele PLS-DA
sélectionné. Classiquement, le seuil de 1 a été utilisé pour opérer une sélection des variables
pour des analyses ultérieures (Cho et al.,, 2008; Galindo-Prieto, 2017). Pour qualifier
I’importance des différentes variables, des seuils plus élevés ont été proposés, dépendamment
du nombre d’échantillons, de variables explicatives, de composantes ainsi que de la différence
inter-groupes attendue (Akarachantachote et al., 2014). Le seuil de 1,5 a été proposé dans
plusieurs études métabolomiques pour identifier les variables jouant un réle majeur dans la

discrimination et c¢’est le seuil que nous avons retenu (Du et al., 2018; Matysiak et al., 2014).

Une autre approche pour sélectionner les variables les plus impliquées dans une discrimination
dans le cas de données compositionnelles a été proposée par Rivera-Pinto et al.(Rivera-Pinto et
al., 2018). Cette méthode propose de déterminer la balance optimale pour la classification
d’échantillons entre deux groupes (par AUROC). Les balances sont similaires aux coordonnées

ILR présentées plus tot. Brievement, 1’algorithme commence par chercher la meilleure
combinaison de deux variables (X1 et X2) telle que la valeur prise par % X log(%) discrimine

au mieux les deux groupes puis ajoute des variables au numérateur et/ou au dénominateur
jusqu’a ce que 1’ajout n’améliore plus la discimination. Cette méthode a été utilisée a la fois
pour discriminer les groupes et pour sélectionner les variables dans les PLS-DA des données

de séquencgage.
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Chapitre 2. Existe-t-il des liens directs entre la
communauté microbienne des agneaux et leur efficience

alimentaire ?
Objectifs :

L’objectif de ce chapitre est de comparer les microbiotes ruminaux et les activités microbiennes
entre groupes d’animaux a deux régimes différents. Les groupes seront définis dans un premier
temps sur la base de la lignée génétique a laquelle chaque animal appartient. Dans un second
temps, les groupes d’animaux seront définis sur une base phénotypique et non plus génétique :
les animaux phénotypiquement efficients seront comparés aux animaux phénotypiquement
moins efficients. Les différences entre groupes seront recherchées au niveau du microbiote
ruminal et de I’activité microbienne évaluée, ici, par le dosage des acides gras volatils

ruminaux.

Une approche meétataxonomique par métabarcoding a été mise en place pour étudier les
bactéries et les archées par I’intermédiaire d’un séquengage du gene codant pour I’ARNr 16S
et les eucaryotes ruminaux par séquengage du géne codant pour I’ARNr 18S. Les données de
séguencage obtenues, considérées comme compositionnelles, ont été log-transformées par la

méthode CLR apres remplacement des zéros par approche.

Les données ont été analysées au rang taxonomique du genre dans la mesure ot trés peu d’OTUs
ont été affiliées jusqu’a I’espéce et ou les rangs taxonomiques supérieurs regroupent des

microorganismes trop différents pour réellement permettre une interprétation biologique.
Conclusions :

Que ce soit pour la communauté eucaryote ou pour la communauté procaryote, les liens entre
populations microbiennes et efficience alimentaire dépendent de la ration distribuée aux
animaux. Ainsi, les genres microbiens associés aux animaux efficients ou inefficients différent
d’un régime a I’autre et sont parfois contradictoires entre les deux régimes. Concernant les
produits de fermentation microbienne, aucun lien n’a pu étre mis en évidence entre les

phenotypes mesures et le profil en AGV, quel que soit le réegime.
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1. Associations entre les procaryotes du rumen et leur

activité et ’efficience alimentaire

Feed efficiency in Romane lambs cannot be explained by
sequencing rumen prokaryotes nor by their fermentation
products.
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Abstract: Feed efficiency has been studied for some decades now but is still not fully
understood. Multiple phenomena such as digestive efficiency and metabolic use of the
nutrients are likely involved but the mechanisms underlying differences between
efficient and inefficient animals are still to be unfolded. The objective of this study was
to use microbiota data in association with host phenotypes and ruminal volatile fatty
acid (VFA) profiles to try to explain variations in feed efficiency in Romane lambs
divergently selected on feed efficiency (lines rfi+ and rfi- for inefficient and efficient
animals, respectively). Ruminal fluid was sampled twice per lamb, at least 3 months
apart, under two different diets. The first diet consisted of a typical fiber-enriched
100% concentrate diet (CONC) and the second one consisted in a 1:2 concentrate to
forage diet (MIX). The experiment was conducted over 3 successive years between
2018 and 2020. Under the CONC diet two genera were differentially abundant between
genetic lines: Coprococus 1 and [Ruminococcus] gauvreauii group while under the MIX
diet no genus was differentially abundant between lines nor between phenotypes
when all years were analyzed together. Some year-specific genera discriminating
efficient and inefficient animals were found. No difference in terms of VFA profile was
highlighted neither during CONC phase nor during MIX phase suggesting that the
potential effect of microbial differences on digestive efficiency does not rely on
differences in VFA synthesis and/or absorption.
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1. Introduction

Feed efficiency stems from multiple phenomena including animal’s metabolism and
digestive efficiency. In ruminants, digestive efficiency is closely dependent on the
interaction between ruminal microbes and the feed. Indeed, microorganisms such as
bacteria allow digestion of cell wall carbohydrates which are the predominant source
of energy in forages that serve as the basis of ruminant nutrition. Digestion of
carbohydrates in the rumen essentially results in the production of Volatile Fatty Acids
(VFA) that account for around 70% of the daily energy requirements in ruminants
(Bergman, 1990). Ruminal microorganisms are also responsible for the synthesis of 50
to 70% of the proteins digested in the small intestine depending on the diet (Jarrige,
1978; Storm et al., 1983) with a microbial amino acid profile that varies with the
composition of the rumen microbial community (Sok et al., 2017).

Feed efficiency is mainly studied by comparing animals’ feed intake and their
production, either using Feed Conversion Ratio (FCR) or Residual Feed Intake (RFI)
defined as the difference between an animal’s actual feed intake and its estimated feed
requirements for maintenance and growth (Archer et al., 1999; Koch et al., 1963). RFI
presents the advantages of being independent of the animal’s weight and Average
Daily Gain (ADG) by construction and has been found to be moderately heritable in
cattle (Arthur et al., 2001) and sheep (Mucha et al., 2022). Previous studies estimated
that digestion contributed significantly to the variation in RFI in beef cattle (Herd et
al., 2004). Some studies have tried to link ruminal digestion and feed efficiency either
comparing abundances of specific microorganisms (Guan et al., 2008; Liang et al.,
2017), or bacterial and archaeal compositions of the rumen microbiota (Li et al., 2019;
Xie et al., 2022) but resulting identified taxa are inconsistent throughout the literature.
Another way to enhance digestive efficiency is to mitigate carbon losses by methane
and carbon dioxide production during fermentation and eructation (Hegarty et al.,
2007; Nkrumah et al., 2006). Methane eructation has been found to be responsible for
a reduced-carbon loss resulting in an energy loss in beef cattle ranging from 2-3% of
the energy intake in concentrate-based diets to nearly 12% of energy intake in forage-
based diets (Johnson & Johnson, 1995; McDonnell et al., 2016). Similar losses have been
found in sheep, with a higher methane eructation under a fiber-rich diet than under a
concentrate-rich diet (Yurtseven et al., 2009). Methane production highly depends on
the orientation of ruminal digestion toward acetate production or toward propionate
production which have been inconsistently reported as differentially abundant in
efficient and inefficient animals, mostly with an increase in propionate proportion in
efficient animals (Herd et al., 2019; Shabat et al., 2016). VFA can also be associated with
teed efficiency due to metabolic effects influencing growth and tissue deposition
(Abdul-Razzaq & Bickerstaffe, 1989; Bergman, 1990). Since microorganisms are
responsible for the production of VFA in the rumen they have often been analyzed
jointly. Conflicting relationships between RFI and microbiota composition or molar
proportions of VFA can be found in the literature (Johnson et al., 2019; Lawrence et al.,
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2011; Li & Guan, 2017; Shabat et al.,, 2016). Anyway, in most of the experiments
studying rumen microbiota across diets, the diet is always the most important factor
involved (Carberry et al.,, 2012; McGovern et al.,, 2020). Since most of the rumen
bacteria thrive on specific substrates, it seems unlikely that an efficient microbiota

under a concentrate-rich diet would be the same as with a forage-rich diet (Castillo-
Gonzalez et al., 2014; Morais & Mizrahi, 2019).

The main purpose of our study is to investigate differences in rumen microbial
communities and activities in animals genetically selected for their feed efficiency (line
rfi-) or inefficiency (line rfi+) and phenotyped under a 100% concentrate diet, and to
assess whether these differences still exist under a mixed diet.

2. Materials and methods
2.1 Animals

Since 2015, a divergent genetic selection on RFI has been led at the INRAE
experimental unit P3R in Bourges (https://doi.org/10.15454/1.5483259352597417E12).
The divergent selection has been described elsewhere (Tortereau et al., 2020) but, in
short, every year, 3-month old male lambs were phenotyped during a 6-week feeding
intake trial during which their feed intake of a 100% concentrate diet was automatically
registered at each visit to the feeder and averaged on a daily basis to calculate their
RFI. Breeding values for RFI were estimated as described in (Tortereau et al., 2020) and
both the most the least efficient rams were kept as sires to produce the next generation
of the efficient and inefficient divergent lines (rfi- line and rfi+ line respectively). Each
year, about 14 males were used as sires (7 per RFI line).

A total of 277 lambs belonging to the 2™ (n=103) and 3 (n=174) generations of
divergent selection were bred in respectively 6, 5 and 4 pens in 2018 (the 103 lambs of
the 2nd generation), 2019 (101 of the 3™ generation) and 2020 (73 lambs of the 3
generation) based on their body weight at the beginning of the 2-week period of
adaptation to the diet. Animals were 121+12 days old at the start of the 6-week
phenotyping period. Under a 100% concentrate diet (CONC phase), the measured
phenotypes were End-Phase Metabolic Body Weight (E-MW-), and body composition
parameters (Back Fat Thickness (BFTc) and longissimus dorsi Muscle Depth (MD.))
measured by ultrasound at the end of the trial. The calculated traits were Average
Daily Gain (ADGc) and RFIc.

In 2018, 2019 and 2020, after the CONC phase phenotyping, part of the lambs (~60% of
the animals having the most extreme breeding values) were also phenotyped under a
mixed diet (containing two thirds of orchard hay and one third of concentrate). In 2018,
this ration was distributed as a TMR through two automatic forage feeders, while in
2019 and 2020 forage and concentrate were distributed separately which allowed for a
better estimation of each constituent’s consumption. Due to the availability of forage
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feeders, this second phase (MIX phase) was carried out in two separate periods: in the
summer, animals (29 in 2018, 36 in 2019) were 204+7 days old and in the fall, animals
(291in 2018, 35in 2019, 38 in 2020) were 263+18 days old. During the MIX phase, animals
were housed in two pens per period with a density of fifteen animals per pen in 2018
and twenty in 2019 and 2020. Animals were housed on litter chips to avoid straw
consumption that would falsify the measured feed intake. Animals were phenotyped
at the end of the MIX phase similarly to the CONC phase. The measured phenotypes
were E-MWw, BFTm and MDw, and the calculated traits were ADGwm and RFIm.

2.2 Diet

During CONC phase, animals had ad libitum access to a 100% concentrate diet. The
commercial concentrate contained beet pulp, wheat bran, barley grain, corn, rapeseed
meal, sunflower meal and pelleted lucerne and was fed through automatic feeders.
During the MIX phase, the diet consisted in a mixed ration with approximately two
thirds of orchard hay and one third of a commercial concentrate made up of wheat,
barley, wheat bran and rapeseed meal. Chemical composition of feed was determined
according to the Association of Official Analytical Chemists (Association of Official
Analytical Chemists, 1998) procedures (Association of Official Analytical Chemists,
1998); Neutral Detergent Fibre was determined according to the procedure of Van
Soest et al. (1991) (Van Soest et al., 1991). The resulting analyses are presented in Table
S1. The MIX diet was calculated to enable a growth of 125g/day according to INRA
standards (INRA, 2018) and in 2019 and 2020 the concentrate consumption was limited
to 700g/day to match animals’ requirements and the animals” consumption observed
in 2018.

2.3 RFI calculation and group attribution

Two RFI traits were calculated: one per diet. C and M subscripts will be used
throughout this study to describe phenotypes and features associated with the CONC
and the MIX phases, respectively. For each lamb (i), RFlci was calculated using a
multiple linear regression of Average Daily Feed Intake (ADFIc) on E-MWc¢, ADGc,
BFTc and MDc (1). To compensate for the difference in growth status and climate
between the summer and the fall periods of the MIX phase, a period effect was added
to the RFIum calculation model during this phase (2).

1) ADFlci = u +B1(E-MWc,i)%7 + B2 ADGc, + 3sMDc,i + BsBFTc;i + RFIc,
u
(2) ADFlImi = p + B1(E-MWwm,i)°7 + B2ADGwmi + 33sMDwi + BsBFTmi + Periodm + RF v

Phenotypic RFI (pRFI) groups were constituted within each phase (CONC and MIX):
pRFI+c (or pRFI+m) and pRFI-c (or pRFI-m) groups gathered animals having a RFIc (or
RFIm) higher than 0.5 standard deviation (SD) or lower than -0.5 SD respectively.
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Another classification was obtained by jointly considering pRFIcand pRFIw for the 167
animals that have been kept from phase CONC to phase MIX. In order not to discard
too many animals, all lambs with pRFIcand pRFImhigher than 0.25 SD or lower than
0.25 SD were kept.

2.4 Sampling

277 and 167 animals were sampled during the CONC phase and the MIX phase,
respectively. Feeders were stopped the night prior to the sampling resulting in at least
ten to eleven hours of fasting and the drinking devices were stopped two hours before
the sampling started to avoid an excessive dilution of ruminal content. However,
during the CONC phase of 2019 and the fall period of the MIX phase of 2018, the
automatic feeders were not successfully stopped and animals had access to the feed
until the beginning of the sampling.

Rumen fluid was sampled using a medical gastric probe and a vacuum pump. For
microbiota analyses, rumen fluid was transferred into 2mL microtubes and
immediately frozen into liquid nitrogen before being relocated into a -80°C freezer for
conservation. For VFA analyses it was transferred to 5 mL propylene tubes containing
0.2mL of 25% v/v sulfuric acid before being stored to a -20°C freezer. One microbiota
sample from the 2018 MIX phase broke during the freezing process.

2.5 Microbiota analyses

2.5.1 Extraction

DNA extraction was performed using ZR-96 Soil Microbe Quick-DNA Kit (Zymo
Research, Irvine, United States of America) that showed high performances in
extracting DNA from livestock digestive content (Wegl et al., 2021). Samples from 2018
and 2019 were extracted and put into plates at the same time while samples from 2020
were extracted later on. Four different plates were used for the samples from 2018 and
2019 and 2 more for samples from 2020. DNA was extracted from all the 277 samples
from the CONC phase but only for 163 samples from the MIX phase. Indeed, in 3
samples from the 2018 MIX phase, no sequences were obtained.
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2.5.2 Probes and polymerization

Amplicon library preparation was performed by PCR amplification of the 165 rRNA
gene of ruminal archaea and bacteria. The 165 rRNA V4-V5 regions of the extracted
DNA  were amplified wusing the following primers: 515F-Y (5'-
GTGYCAGCMGCCGCGGTA) and 928R (5-CCCGYCAATTCMTTRAGT) (Fadeev et
al., 2021; Parada et al., 2016; Smith et al., 2020). The first amplification consisted of 30
cycles.

2.5.3 Sequencing

Barcoding was carried out with a 6-bp identifier added to the primer 928R during a
second amplification (12 cycles). After this amplification samples were pooled for
multiplex sequencing on an Illumina MiSeq cartridge (Illumina, San Diego, California,
USA) at the Genomic and Transcriptomic platform (INRAE, Toulouse, France, doi:
10.15454/1.5572370921303193E12). Two pools of samples were analyzed, the first one
containing samples from 2018 and 2019 and the second one containing samples from
2020 (Figure 11.2.1).

2.5.4 Bioinformatic processing

Since Illumina MiSeq technology (Illumina, San Diego, California, USA) allows for
250bp reads, forward and reverse primer reads could be stitched together to generate
tull-length reads of the V4-V5 region for 165 rRNA. Amplicons that did not contain
both 5" and 3’ primers, that were too short or too long (<380 bp or > 500 bp) or that
presented ambiguous bases were discarded. Amplicons were then clustered into
Operational Taxonomy Unit (OTUs) using the Swarm algorithm inside FROGS
(Escudié et al., 2018) that progressively agglomerates sequences differing by a certain
number of bases: we chose the parameters for a distance equal to 1 and the fastidious
option as recommended in Swarm v2 (Mahé et al., 2014, 2015). Next, OTUs that
appeared to be chimeras were removed and all OTU representing less than 0.005% of
all sequences were removed as advised by Bokulich et al. (Bokulich et al., 2013).
Finally, OTUs were affiliated using the Silva 132 16S reference database. The resulting
dataset was split into two distinct datasets containing sequenced samples from phases
CONC and MIX, respectively.

2.5.5. Filtering

To deal with putative contaminations or with very rare taxa that could bias
discriminant analysis by an unbalanced prevalence between conditions, OTUs were
tiltered, using a 20% prevalence threshold within diet (Cao et al., 2021; Nearing et al.,
2022). This threshold was chosen since it allowed to keep more than 95% of the
sequences while reducing the percentage of zeroes to less than 50%.
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Figure 11.2.1 : Sample processing from collection to creation of genus abundance tables. Samples from
2018 and 2019 were analyzed in the same sequencing run but extraction was performed in four plates
and samples from 2020 were analyzed in a second run and separated in two plates. In the 2019 CONC
phase and during the fall period of the 2018 MIX phase feeders were not stopped prior to sampling
(indicated in red).

2.6 Short-Chain Fatty Acid Analyses

Samples were centrifuged at 2,880g for 20min to get rid of particles. Then 1mL of
supernatant was transferred to a 2mL micro-tube containing 200uL of 25% w/v meta-
phosphoric acid in water. The microtubes were then centrifuged at 20,000g for 15 min
at 4°C and 100 pL of the supernatant was transferred into injection glass vials
containing 75uL of 4-methylvaleric at 0.2% v/v used as a standard and 900uL of
ultrapure water. Short-chain fatty acids were measured using a gas chromatographer
Agilent 7890A (Agilent Technologies, Santa-Clara, United States of America) equipped
with a flame-ionization detector. Separation was performed on a DB-FFAP column
(ref. 125-3232, Agilent Technologies, Santa-Clara, United States of America).
Temperature of injection was 250°C and nitrogen (N2) was used as a carrier gas at a
constant flow rate of 4mL/min. Due to potential saliva dilution and the differential in
absorption linked to fasting time, individual VFA were expressed as percentages of
total VFA.
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2.7 Calculations

Both sequencing data and VFA data are compositional and were therefore treated as
recommended by Aitchison et al (Aitchison, 2020). This approach, has already been
applied to microbiota data and allows for filtering, if necessary, without changing the
outcome since it relies on ratios between components (Martinez Boggio et al., 2021). It
is also a good way to deal with unequal sequencing depth or saliva dilution of the VFA
samples since we are more interested in the relations between parts than in the total.

Microbiota are high-dimensional, undetermined and often contain a lot of zeroes
which requires a first step of zeroes imputation. Null abundances of OTUs were
imputed using the Geometric Bayesian Multiplicative (GBM) procedure based in the
assumption that zeroes present in the dataset were rounded zeroes (Daunis-i-Estadella
& Martm-Fernandez, 2008) and then a Centered Log Ratio (CLR) transformation was

applied : CLR(x;) = In (%) with x; being the abundance of the i-th part and g(x) =

1
(I, x;) /P being the geometric mean of the p parts of the p-composition. For VFA
compositions, no zero replacement was necessary and compositions were CLR-
transformed before subsequent analyses.

2.8 Statistical analyses
2.8.1 Multivariate analyses

2.8.1.1 Separate analysis of the two phases

At first Principal Component Analyses (PCA) were performed to identify if
experimental factors such as year, pen or other factors presented on Figure I1.2.51
could be responsible for a large part of the variance in either the CONC or the MIX
microbiota datasets.

During phase CONC the factor responsible for the largest part of the explained
variance in PCA was the Year of sampling. During phase MIX, both Year and Period
were responsible for the largest part of the variation (Figure II.2.51). Thus, prior to
subsequent analyses, microbiota datasets were corrected for these effects as well as an
additional effect which accounted for the times feeders did not stop before sampling
(feeder_effect) and a pen effect (pen%in%year or pen%in%period, for CONC and MIX
phases, respectively) was also added to the correction model from which residuals
were extracted, resulting in the two following models:

CONC phase: CLR(Genusi) ~ u + year + pen%in%year + feeder_effect +
resid(CLR(Genus:))

MIX phase: CLR(Genusi) ~ u + year + pen%in%period + feeder_effect +
period%in%year + resid(CLR(Genusi))
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Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) from the mixOmics packages in
R (Rohart et al., 2017) was used as a supervised multivariate analysis to maximize
between-class variance, either considering genetic lines or other groupings prior and
after selection of variables using the Selbal package from R (Rivera-Pinto et al., 2018).
Area Under the Receiver Operating Characteristics (AUROC) was used to select the
number of components to take into account in the PLS-DA and a subsequent
permutation significance test based on cross-validation using RVAideMemoire
package in R was performed to assess the quality of the discrimination (Westerhuis et
al., 2008).

VFA were analyzed after correction with the same models as for microbiota genera.
PLS-DA was performed without prior selection of variables since the VFA datasets
had only 6 variables and there was no risk of overfitting.

Partial Least Squares (PLS) regressions were applied between microbial compositions,
VFA datasets and phenotypes within diets to explore relationships between microbial
genera and fermentation products as well as potential links between microbial genera
or VFA and phenotypes.

2.8.1.2 Combined analyses

To investigate the potential link between a change in the ruminal genera composition
and a change in RFI when animals are fed with different diets, we used two different
strategies.

First we applied a multilevel PLS-DA to all samples coming from animals from which
microbiota was sequenced both in phase CONC and in phase MIX to discriminate the
4 groups presented in 3.1 with the phase as the multilevel parameter (Liquet et al,,
2012).

The other strategy was to compute Aitchison distances between samples from the
CONC phase and from the MIX phase and to compare one animal versus itself or
versus other animals to determine if some animals kept a more constant microbiota
and if these animals belonged to one specific group. To do so we computed the ratio
of the distance between each CONC sample and its associate MIX sample over the
average distance of the CONC sample and every MIX sample. A ratio lower than one
would testify to a higher similarity between samples from the same animal.

2.8.2 Univariate analyses

Analysis of variance (ANOVA) was applied to each CLR-transformed VFA in all
samples from CONC and MIX phases jointly to assess the effects of the diet, the year,
the period and the pen on ruminal fermentation. This kind of analysis was not
performed on microbiota data. CONC and MIX microbial compositions were found
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highly different using PCA and determining differences in individual microbial
genera between diets is beyond our scope.

Within each phase, ANOVA taking into account the efficiency groups (either the
genetic lines or the pRFI groups) and the main fixed effects identified by PCA was
used to detect differentially expressed features (either genera of VFA) diets and
Benjamini-Hochberg correction of the p-values for multiple testing was applied to
prevent false discoveries (Benjamini & Hochberg, 1995).

Models used were the following;:

(CONCQ): CLR(VOI)~ [ + year + pen%in%year + feeder effet + GOI + &;
(MIX): CLR (VOI) ~ p + year + pen%in%period + feeder_effet + GOI + period%in%year + &;

Variables of interest (VOI) were CLR-transformed genera and VFA and groups of
interest (GOI) were either genetic lines or phenotypic groups.

Pearson correlations were calculated between microbial genera and VFA or
phenotypes and between these latter two datasets. Correlations were considered
significant if their p-value was less than 0.05 after multiple testing correction using
Benjamini-Hochberg approach.

3. Results

3.1 Zootechnical parameters

A total of 277 animals (135 from line rfi- and 142 from line rfi+) were phenotyped for 6
weeks, first under a 100% concentrate diet (CONC phase). Then, 167 animals with
extreme breeding values were kept and phenotyped under a mixed diet (MIX phase).
Their phenotypes have been described in details in Touitou et al. (Touitou et al., 2022).
In short, animals from different divergent lines differed in ADFIc and RFIc but did not
differ in weight, growth or body composition except for a slight increase in longissimus
dorsi MD in rfi+ animals. During phase MIX animals from different divergent lines did
not differ in any phenotype except for a small increase in BFTwm in rfi- animals (Touitou
et al., 2022).

A total of 180 extreme animals out of the 277 for the CONC phase and 107 extreme
animals out of the 167 in the MIX phase belonged to extreme phenotypic groups. In
phase CONC, most of the phenotypically efficient animals were from line rfi- and most
of the phenotypically inefficient animals were from line rfi+ (Figure 11.2.2) while in
phase MIX the same proportion of animals from both lines belonged to each
phenotypic group.
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Figure 11.2.2: Percentages and numbers of animals from each line (rfi- and rfi+ in gold and blue
respectively) belonging to each phenotypic group pRFI+ and pRFI- or to the intermediate group in each of
the phases: A. CONC phase, B. MIX phase.

When groups were made by considering both RFIc and RFImwith 0.25 SD it resulted
in keeping 119 animals out of the 167 total: 34 Inefficient/Inefficient (Group A), 32
Inefficient/Efficient (Group B), 27 Efficient/Efficient (Group C) and 26
Efficient/Inefficient (Group D) (Figure 11.2.3).
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Figure 11.2.3: Phenotypic RFI in phases CONC/MIX of animals belonging to each of the four efficiency
groups. Group A= Inefficient/Inefficient, Group B= Inefficient/Efficient, Group C= Efficient/Efficient
and Group D=Efficient/Inefficient.
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3.2 Microbiota
3.2.1 Microbiota compositions

The sequencing of microbiota 165 rDNA amplicons from ruminal samples yielded
4,564,555 and 2,239,165 sequences after data cleaning in the 277 samples from the
CONC phase and the 163 samples from the MIX phase respectively. These sequences
were affiliated to 1403 OTUs. Subsequent filtering on prevalence resulted in keeping
535 OTUs (38.1%) in phase CONC and 1039 OTUs (74.1%) in phase MIX while keeping
respectively 97.6% and 98.8% of the sequences and reducing the proportions of zeroes
from 74% to 48.4% and from 50.6% to 35.3% in phase CONC and phase MIX
respectively.

The 535 OTUs from the CONC phase samples belonged to 121 genera from 11 bacterial
phyla and 1 archeal phylum, with Bacteroidetes and Firmicutes representing 50% and
44% of the total sequences respectively and Euryarchaeota being the third most
abundant phylum (Figure 11.2.4A). Nearly all of the OTUs belonging to the
Bacteroidetes phylum were classified in the two genera Prevotella_1 and Prevotella_7
(46.6% and 43.6% respectively). The main genus in the Firmicutes was
Lachnospiraceae_NK3A20_group (27.6%). Euryarchaeota OTUs belonged to two genera:
Methanobrevibacter (70.9%) and Methanosphaera (29.1%).

The 1039 OTUs from the MIX phase samples kept after filtering belonged to 249 genera
from 13 bacterial phyla and 1 archeal phylum, with Bacteroidetes and Firmicutes
representing 42.3% and 48.6% of the sequences respectively, Euryarchaeota being,
again, the third most abundant phylum (Figure 11.2.4B). Prevotella_1 and
Rikenellacene_RC9_gut_group were the two most represented genera of the
Bacteroidetes phylum (47.1% and 19.0% of the sequences in the phylum respectively),
Christensenellaceae R 7 group was the most abundant genus in the Firmicutes phylum
(35.4% of the sequences in the phylum) followed by Ruminococcacene_NK4A214_group
(10.9%) and Methanobrevibacter was by far the most abundant genus in the archaeal
phylum Euryarchaeota, representing 96.0% of the sequences in this phylum.

A hundred genera were kept in both CONC and MIX microbiota datasets.
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Figure 11.2.4 : Main phyla identified in CONC samples (A) and MIX samples (B) after filtering. On the left,
the two main phyla Bacteroidetes and Firmicutes and, on the right, the proportions of the other phyla.

3.2.2 Associations between microbial genera and Feed
Efficiency groups

3.2.2.1 CONC phase

Two different PLS-DA were applied to investigate the influence of the rfi genetic line
and of phenotypic RFI extreme groups in the microbiota genera composition. AUROC
reached its maximum at 0.90 and 0.99 when eight components were kept respectively
for the PLS-DA on lines or on phenotypic groups. Without selecting variables with
selbal, no discrimination was found between the two lines according to the
permutation test (p>0.1) while a tendency was found between the two phenotypic
groups (p=0.07).

When selection of the variables on balances was applied, 20 genera out of the 121 were
kept to discriminate lines and 30 genera were kept to discriminate phenotypic groups
(Figure 11.2.5) resulting in a significant discrimination (p<0.001) in both cases as
assessed by permutation test. Amongst the genera that were selected in one of the two
discriminant analyses, 9 of them were common to both discriminations.
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Figure 11.2.5 : Description of the global balances of rumen microbial genera for genetic lines (A) and
phenotypic groups of efficiency (B). Efficient animals (line rfi- and pRFI-c group) and inefficient animals
(rfi+ and pRFl+c) are represented in gold and blue respectively. Genera that are common to both
discrimination of efficiency lines and phenotypic groups are highlighted in gold and blue for efficient and

inefficient groups respectively.

Only two genera tended to be differentially abundant between lines when ANOVA
was applied on genera after multiple testing correction was carried on: Coprococcus_1
(p=0.08) and Ruminococcus_gauvrei_group (p=0.08). No genus was differentially
abundant between phenotypic groups.

When discriminant analyses were performed within years, PLS-DA discriminating the
genetic lines or phenotypic groups were not significant in 2018 and 2019 but
discriminated lines in 2020 (p=0.03) and tended to discriminate phenotypic groups the
same year (p=0.1). In the global balances discriminating phenotypic groups from 2020
samples, 2 archaeal genera, Methanobrevibacter and Methanosphaera, were associated
with pRFI+c and pRFI-c groups respectively.

Selbal consistently revealed 1 genus, 3 genera and 1 genus in common between genetic
lines and efficiency groups in 2018, 2019 and 2020, respectively. All these genera were
associated with efficient animals (belonging to rfi- line and pRFI- group) (Tableau
11.2.1).
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Tableau 11.2.1 : Number of genera that were kept in the groups of taxa that formed the global balances
between lines (rfi- and rfi+) or phenotypic groups (pRFI-c and pRFI+c) within each year and common
genera for efficient (-) and inefficient (+) lambs.

rfi+ rfi- PRFI+c PRFI-c Genera commonly kept between lines and
phenotypic groups
2018 2 11 9 3 1(-)
p1088ab gut group
2019 1 10 6 14 3()

[Ruminococcus]_gauvreauii group
Rikenellaceae RC9 gut group
Bacteroidales / UG 8

2020 6 6 1 5 1(-)

Ruminococcaceae UCG 013

Some genera belonged to the same group (either genetic or phenotypic) in several
years such as [Ruminococcus] gauvreauii group which was associated with line rfi- in
both 2018 and 2019 and to pRFI- group in both 2019 and 2020, or Methanobrevibacter
associated with pRFI+ group in both 2019 and 2020 and Lachnospiraceae NKA320
associated with the same group in 2018 and 2019 (Figure 11.2.6).

Methanobrevibacter
Bacteroidgles/ UG 8

Figure 11.2.6 : Rumen microbial genera associated with the same group either genetic or phenotypic in
several years according to selbal analyses within years.

ANOVA identified one genus that tended to be differentially expressed between the
lines in 2018: [Ruminococcus] gauvreauii group (p=0.09). No genus even tended to be
differentially expressed in 2019. In 2020, 19 genera were differentially expressed
between lines and 3 of them were also differentially expressed between phenotypic
groups: Dialister (pine=0.009, pphen=0.031), Ruminococcaceae UCG-013 (piine=0.009,
prhen=0.029) and Coprococcus 1 (pine=0.030, pphen=0.031) while 15 genera tended to be
differentially expressed between lines and/or phenotypic groups.
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Differentially abundant genera that had a high prevalence (>70%) are shown in Tableau
11.2.2. All genera that were differentially abundant or tended to be differentially
abundant are shown in Tableau 11.2.52

Tableau 11.2.2 : Relative abundances of rumen microbial genera (with prevalence >70%) differentially
expressed between genetic lines or phenotypic groupin phase CONC. P-values (pine and pyren) are the
results of ANOVA on GBM/CLR-transformed data corrected for fixed experimental effects and have
been corrected for FDR. Mean relative abundances (SD) are indicated instead of CLR-transformed
abundances for a matter of clarity.

CONC phase Genetic Lines Phenotypic groups
Relative abundance | ptine %* | Relative abundance | pphen % *
rfi+ | rfi- pRFl+c | pRFl-c
All samples N=277 N=180
Coprococcus_1 0.15(0.16) | 0.21 (0.17) 0.08 98 | 0.15(0.13) | 0.19(0.15) 0.92 98
Ruminococcus gauvreauii | 1.62 (1.22) | 2.18 (1.75) 0.08 100 | 1.63 (1.10) | 2.08 (1.85) 0.95 100
group
2018 N=102 N=63
Ruminococcus gauvreauii | 1.26 (0.92) | 2.04 (1.70) 0.09 100 | 1.25(1.07) | 1.84 (1.67) 0.29 100
group
2019 N=101 N=67
2020 N=73 N=50
Dialister 0.58 (0.38) | 0.28(0.32) | 0.009 | 92 | 0.52(0.44) | 0.30(0.31) 0.031 92
Lachnospira 0.16 (0.12) | 0.08 (0.11) | 0.009 | 85 | 0.14 (0.13) | 0.098 (0.13) 0.075 90
Ruminococcaceae UCG 013 0.25(0.31) | 0.55(0.67) | 0.009 | 100 | 0.27(0.45) | 0.41 (0.34) 0.029 100
Succinivibrionaceae UCG 001 | 0.84 (1.02) | 0.33(0.75) | 0.015 | 96 | 0.76 (1.07) | 0.25(0.37) 0.075 96
Agathobacter 0.55(0.43) | 0.32(0.36) | 0.016 | 93 | 0.56 (0.49) | 0.24 (0.30) 0.075 92
Erysipelotrichaceae UCG 002 | 3.25(4.70) | 1.61(3.22) | 0.016 | 97 | 4.47(5.68) | 0.81(1.18) 0.075 98
Prevotella 9 1.47 (2.35) | 0.66(0.86) | 0.016 | 95 | 1.52(2.70) A 0.52(0.70) 0.075 96
Erysipelotrichaceae UCG 004 | 0.13 (0.25) | 0.48 (0.80) | 0.021 90 | 0.12(0.22) | 0.51(0.88) 0.19 90
Moryella 0.059 0.13 (0.13) | 0.025 | 97 0.068 0.12 (0.11) 0.072 96
(0.047) (0.089)
Prevotellaceae_UCG_003 0.5 (1.01) 1.53 (2.22) | 0.025 | 95 | 0.73(1.63) & 1.63(2.33) 0.17 94
Coprococcus 1 0.16 (0.12) | 0.23(0.14) | 0.030 | 100 | 0.15(0.11) | 0.24 (0.16) 0.031 100
Lachnoclostridium 1 0.09 (0.06) | 0.18 (0.13) | 0.032 | 100 | 0.12(0.12) | 0.16 (0.12) 0.17 100
Prevotella 1 26.5(19.8) | 34.2(13.4) | 0.040 | 100 | 234(17.7) | 37.2(15.5) 0.11 100
Howardella 0.044 0.060 0.042 | 100 0.045 0.053 0.096 100
(0.025) (0.031) (0.028) (0.026)
Blautia 0.079 0.042 0.047 | 81 0.074 0.040 0.24 78
(0.062) (0.042) (0.067) (0.043)

L When a difference occurs (p<0.1), the group in which the relative abundance of a genus
is higher is in bold ; * Prevalence ; 1 UG=Unknown genus.
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3.2.2.2 MIX phase

As for CONC phase, two PLS-DA were used to discriminate lines and phenotypic
groups by microbiota genera composition. AUROC reached 1 when four components
were kept in both PLS-DA. However, the permutation tests led to the conclusion that
groups (lines or phenotypic groups) did not differ in their microbial composition.
Selecting variables using balances resulted in keeping 41 genera to significantly
discriminate lines and only 6 genera to significantly discriminate phenotypic groups
(p-value<0.001) (Figure 11.2.7). When univariate analyses were conducted on genera
with ANOVA, no genus was found differentially abundant after multiple testing
correction.
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Ruminococcaceae UCG 007
A Probable genus 10
. Coprococeus 1
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Unknown genus 38 Lachnospiraceae AC2044 group
Unknown genus 61 Rikenellaceae RC9 gut group
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Figure 11.2.7 : Description of the global balances of rumen microbial genera for genetic lines (A) and phenotypic
groups of efficiency (B). Line rfi+ and pRF[+m group are represented in blue while line rfi- and pRFI-m group are
represented in gold. Genera that are common to both discrimination of efficiency lines and phenotypic groups
are highlighted in gold and blue for efficient and inefficient groups respectively.
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When PLS-DA analyses were performed within years, the best overall discrimination
was obtained between lines in 2019 (p=0.09). Global balance between genetic lines
resulted in 1, 4 and 4 genera being associated with line rfi- in 2018, 2019 and 2020
respectively and 3, 8 and 6 genera being associated with line rfi+, respectively. Among
these genera, only one: probable genus 10, belonging to the Lachnospiraceae family, was
associated with line rfi+ in 2018 and 2020. Similarly, none of the 1, 6 and 1 genera that
were associated with pRFI-v group or of the 2, 3 and 3 genera that were associated
with pRFI+m group (for 2018, 2019 and 2020 respectively) was consistently retrieved
across years. Furthermore, no genus was commonly selected in selbal discriminating
lines and phenotypic groups, no matter the year.

No genus was differentially abundant neither in genetic lines nor in phenotypic
groups according to ANOVA conducted on 2018 and 2020 MIX datasets. Only one
genus differed between lines in 2019: Ruminoclostridium 9 (pLine=0.029); 50 genera were
differentially expressed between phenotypic groups in 2019, one of them being
Ruminoclostridium 9 (pphen=0.022). Many of the other 49 differentially abundant genera
were unidentified genera from family FO82 or family Bacteroidales BS11 gut group
belonging to phylum Bacteroidetes and were more abundant in inefficient animals
(pRFI+m) while efficient animals had higher relative abundances of genera belonging
to phylum Firmicutes such as Butyrivibrio 2 or Christensenellaceae R7 group. Only genera
with a prevalence higher than 70% are shown in Tableau 11.2.3. All genera that were
differentially abundant or tended to be differentially abundant are shown in Tableau
11.2.S3.

Tableau 11.2.3 : Relative abundances of rumen microbial genera (with prevalence >70%) differentially expressed
between genetic lines or phenotypic group in phase MIX. P-values (piine and pyien) are the result of an ANOVA on
GBM/CLR-transformed data corrected for fixed experimental effects and have been corrected for FDR. Mean
relative abundances (SD) are indicated instead of CLR-transformed abundances for a matter of clarity.

MIX PHASE Genetic Lines Phenotypic groups

Relative abundance (%)) | Puine | %* | Relative abundance (%).. Pphen %*

rfi+ rfi- pRFI+m pRFI-m
All samples N=166 N=106
2018 N=54 N=34
2019 N=71 N=44
Ruminoclostridium 9 0.11(0.13) | 043 (0.68) | 0.029 | 97 | 0.10(0.08) 0.79 (0.95) 0.022 95
Anaerovibrio 0.080 (0.085) | 0.11(0.14) | 0.99 | 89 | 0.052(0.070) | 0.22(0.15) a0xa0® | 91
Prevotellaceae UCG 001 1.48 (1.21) 1.75 (1.44) 0.72 100 | 2.10 (1.12) 0.64 (0.68) 94x10> | 100
Treponema 2 0.60 (0.46) 0.63 (0.52) 0.99 100 | 0.41 (0.36) 0.74 (0.37) 4.7x10* 100
Rikenellaceae RC9 gut group 7.02 (2.48) 7.23 (4.68) 0.99 100 | 6.31 (2.01) 9.97 (7.83) 1.4x10°% 100
Flexilinea 0.34 (0.15) 0.34 (0.20) 0.94 100 | 0.29 (0.15) 0.42 (0.17) 0.0017 100
[Eubacterium] xylanophilum group 0.073(0.085) | 0.093(0.11) 095 | 87 0.12 (0.11) 0.027 (0.035) 0.0019 89
F082/UG 353 0.28(0.20) 0.31(0.23) 099 | 94 | 0.34(0.20) 0.15 (0.15) 0.0019 | 95
Acetitomaculum 1.09(0.73) 1.08(0.76) 097 | 100 | 1.21(0.67) 0.57 (0.50) 0.0022 | 100
Selenomonas 1 0.44(0.41) 0.58(0.68) 0.97 | 100 | 0.29 (0.25) 1.21 (0.94) 0.0022 100
F082/ UG83% 0.045(0.054) | 0.056(0.070) | 0.99 68 0.063 (0.063) 0.012 (0.038) 0.0022 70
F082/ UG 59% 0;095(0.11) 0.063(0.096) | 0.71 65 0.12 (0.12) 0.034 (0.074) 0.0056 70
F082/ UG63% 0.068(0.10) (0.77(0.12) 0.97 61 0.11 (0.13) 0.026 (0.041) 0.0062 70
Christensenellaceae_R_7_group 16.1 (4.18) 16.8(4.43) 0.97 100 | 15.38 (4.18) 16.46 (4.88) 0.0073 100
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MIX PHASE Genetic Lines Phenotypic groups

Relative abundance (%)) | Pine | %* | Relative abundance (%). Pphen %*

rfi+ rfi- pRFI+m pRFI-m
F082/ UG 60% 0.045(0.053) | 0.041(0.048) | 0.99 75 0.056 (0.055) 0.016(0.032) 0.0079 77
Lachnospiraceae_AC2044_group 0.46 (0.28) 0.45 (0.29) 0.97 | 100 | 0.58 (0.30) 0.28 (0.22) 0.010 100
Bacteroidales_RF16_group / UG 22 0.052 (0.077) | 0.090 (0.14) 0.64 69 0.086 (0.12) 0.025 (0.051 0.013 72
Ruminiclostridium_6 0.34 (0.23) 0.38 (0.18) 0.97 100 | 0.34 (0.14) 0.51 (0.29) 0.017 100
Methanomethylophilaceae/UG 1 0.13 (0.11) 0.15 (0.15) 097 | 100 | 0.11(0.11) 0.22 (0.14) 0.017 100
Family_XIII_AD3011_group 0.54 (0.30) 0.52 (0.25) 0.99 100 | 0.60 (0.28) 0.33 (0.21) 0.021 100
Lachnospiraceae_NK3A20_group 2.14(1.48) 1.96(1.06) 0.97 100 | 1.72 (1.32) 2.07 (0.93) 0.025 100
Oscillospira 0.042(0.063) | 0.044(0.079) | 0.99 77 0.023 (0.037) 0.053 (0.070) 0.026 77
Ruminococcus_1 2.09(1.07) 1.41(1.07) 0.56 100 | 2.70 (1.14) 1.63 (0.87) 0.031 100
F082/ UG 40 0.048(0.056) | 0.095(0.20) 0.97 73 0.11 (0.20) 0.031 (0.080) 0.031 70
Butyrivibrio_2 1.43(0.49) 1.56(0.73) 0.97 100 | 1.45(0.46) 1.78 (0.70) 0.033 100
Prevotellaceae_Ga6bA1_group 0.080(0.11) 0.070(0.10) 097 | 90 0.045 (0.066) 0.16(0.18) 0.033 86
Bacteroidales BS11 gut group/ UG9 | 0.13(0.13) 0.096(0.087) | 0.97 86 0.14 (0.11) 0.058(0.078) 0.033 82
Lachnospiraceae/ UG150% 0.040(0.035) | 0.046(0.035) | 0.97 90 0.054 (0.038) 0.023 (0.029) 0.036 89
2020 N=38 N=26

When a difference occurs (p<0.1), the group in which the relative abundance of a genus is
higher is in bold, 1UG = unknown genus.

The permutation test of the multilevel PLS-DA discriminating the four phenotypic
groups described in 2.3 highlighted that the ruminal microbiota composition was not

3.2.2.3 Associations between phenotypic groups and
rumen microbiota over the two phases

significantly different between the four groups (p>0.1) (Figure 11.2.8).

Figure 11.2.8 : Graphical output of the two first components of the Multilevel PLS-DA of rumen microbial
compositions discriminating the four groups of phenotypic efficiency: A=pRFI+c/pRFI+m ; B=pRFI+c/pRFI-m ;
C=pRFI-c/[pRFI-m ; D=pRFI-c/pRFI+m. Each of the 163 animals was sequenced twice which was considered as

X-variate 2: 5% expl. var

Multilevel PLS-DA

-10

4

repeated measures in the multilevel design

X-variate 1: 2% expl. var
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The other strategy was to compute Aitchison distances between samples from the
CONC phase and from the MIX phase and to compare one animal versus itself or
versus other animals to determine if some animals kept a more constant microbiota
and if these animals belonged to one specific group. The mean ratio in each group was
not significantly lower than 1, meaning that microbiota profiles for the same animal
under different diets were not closer than with other animals (Figure 11.2.9). No genus
differed between the four groups when univariate analyses were applied.
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Figure 11.2.9 : Average ratio of Aitchison distances between the microbial composition of a sample in
phase CONC and that of the sample from the same animal in phase MIX and the average distance of the
sample in phase CONC with all samples in phase MIX in the four groups of phenotypic efficiency:
A=pRFI+c/pRFI+m ; B=pRFI+c/pRFI-m ; C=pRFI-c/pRFI-m ; D=pRFI-c/pRFI+m.

3.3 Volatile Fatty Acids
3.3.1 VFA profiles

In both diets the main VFA was acetate representing 63.7% and 70.3% of total VFA in
phase CONC and MIX respectively, the proportion being different between diets
(p<2.2 x10'%) and years (p = 1.1 x 10°) (Figure 11.2.10). The second most abundant VFA
was propionate, which varied between diets (p = 1.7 x1078), representing 18.2% and
16.5% of total VFA in phase CONC and MIX respectively. Proponate relative
abundance did not differ between years. Butyrate differed mostly between years (p=1.5
x 10%), being higher in 2019 than in the other years and slightly between diets (p=0.05)
being higher in phase CONC than in phase MIX. Valerate behave as propionate did,
being relatively more abundant in phase CONC than in phase MIX (p<2,2 x10).
Isobutyrate and isovalerate did not have different relative abundances between diets,
neither did they between years.

115



VFA profile during CONC phase VFA profile during MIX phase
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Figure 11.2.10 : Volatile Fatty Acid profiles in ruminal fluid samples during phase CONC and MIX
expressed as percentages of the total VFA concentration.

3.3.2 VFA discrimination of efficiency groups

No discrimination between the genetic line was found using VFA profiles either in
phase CONC or in phase MIX (AUROC = 0.58 and 0.60 for the best PLS-DA model in
phase CONC and phase MIX respectively), nor using ANOVA.

Similarly, no difference was observed between phenotypic RFI groups either in phase
CONC or in phase MIX and ANOVA did not highlight any difference in VFA relative
abundances between the phenotypic RFI groups in either of the two phases.

3.4 Correlations between datasets
3.4.1 Microbiota profiles and VFA

PLS regressions between microbiota genera profiles and VFA profiles did not highlight
strong correlations between the two datasets either during phase CONC or during
phase MIX. The highest correlation in phase CONC was between genus Megasphaera
and the proportion of acetate (1=0.32, p=6.6 x10®) while in phase MIX the highest
correlations were between the proportion of isobutyrate and both an unknown genus
from family FO82 (r=0.33, p=2.5 x10°) and genus Papillibacter (r=0.33, p=1.6x10~) (Figure
11.2.52). No correlation involving either [Ruminococcus] gauvreauii group or Coprococcus
1 and VFA was higher than 0.2.

Higher correlations were obtained when data from different years were analyzed
separately. In particular, in phase CONC, valerate was correlated to several genera
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such as Lachnospiraceae NK3A20 group (r=0.55, p= 9.8 x107) and Prevotella 7 (r=0.56, p=
6.7 x107) in 2019 and butyrate was correlated with Methanobrevibacter (r=0.60, p=1.1x10-
%) and Christensenellaceae R7 group (r=0.54, p=8.3x107°) in 2020. Amongst the numerous
genera that were differentially abundant between the lines in year 2020, those that
were more abundant in line rfi+ showed high correlations with acetate such as Dialister
(r=0.49, p=5.6x10*) or Prevotella 9 (r=0.44, p=2.4 x10°) and those that were more
abundant in line rfi- had higher correlation with butyrate like Ruminococcaceae UCG 13
(r=0.47, 1.0x107%) or with propionate like unknown genus 27 belonging to an unknown
tamily of order Bacteroidales (r=0.41, p=6.1x10-) (Figure 11.2.S3).

During phase MIX, highest correlations were between Saccharofermentans and valerate
(r=0.52, p=0.01) in 2018 and between valerate and Fretibacterium and Bacteroidales RF
16/ unknown genus 12 (r=0.61, p= 0.018 and r=0.66, p=0.008 respectively), as well as
between F082/ unknown genus 40 and isobutyrate (r=0.65, p=0.008) in 2020. No genus
was significantly correlated with VFA in 2019 and, hence, none of the genera that were
associated with the genetic lines or with the phenotypic group in phase MIX showed
a correlation with any of the VFA (Figure 11.2.54).

3.4.2 Microbial genera and phenotypes

PLS regressions between microbial genera and phenotypes did not highlight any
strong association neither in phase CONC nor in phase MIX. Highest significant
correlations during phase CONC were positive correlations between Prevotella 7 and
ADFlc, ADGc and E-MWec (r=0.27, p= 2.8x10*% r=0.35, p= 9.4x107; r=0.24, p= 1.1x10°
respectively). No significant correlation was found between any of the phenotypes and
any of the microbial genera in phase MIX.

3.4.3 VFA and phenotypes

Correlations between VFA and phenotypes were very poor with the highest positive
correlation in phase CONC being between valerate and BFTc (r=0.19, p=0.02). In phase
MIX, no positive correlation was found between phenotypes and VFA profile and the
highest negative correlation was between acetate and ADFIm (r= - 0.30, p=0.002).
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4. Discussion

The main purpose of the experiment was to study the links between rumen
prokaryotes, their fermentative activity and feed efficiency. To do so, we tried to
discriminate efficient and inefficient animals either using divergent lines, which has
not been done elsewhere in lambs to the extent of our knowledge, and phenotypic
groups with larger number of animals that what has been done previously in the
literature (Liang et al., 2017; Perea et al., 2017). Phenotypic RFI was calculated under
two different diets, the first one being the 100% concentrate diet used during the
selection of efficient and inefficient animals and the second one being a forage-rich
diet.

4.1 Overall description of microbial compositions and VFA
profiles across diets

Under the 100% concentrate diet, Bacteroidetes represented half of the prokaryotes
identified by sequencing in the rumen of Romane lambs. Later on, when fed a 67%
hay, 33% concentrate diet, Firmicutes represented nearly half of the prokaryotes. The
ruminal microbiota compositions from Romane lambs were consistent with previous
reports showing that nearly all sequences in the rumen belong to these two phyla
(Global Rumen Census Collaborators et al., 2015; Jami & Mizrahi, 2012) and that the
relative abundances of Firmicutes and Bacteroidetes are lower and higher,
respectively, under a starch-enriched concentrate-based diet than under a NDF-rich
diet (Zened et al., 2013). The higher relative abundance of archaeae under a mixed diet
is also consistent with previous reports showing a strong positive correlation of
relative abundances of methanogens with the diet’s fiber content (Belanche et al., 2019;
Thomas et al., 2022). Similarly, VFA proportions varied between diets with acetate
being relatively more abundant under a mixed diet and propionate being relatively
more abundant under a 100% concentrate diet (Liu et al., 2019a; Penner et al., 2009).

4.2 Associations between rumen prokaryotes and feed
efficiency

Many studies in the literature have chosen to focus on a small number of extreme
animals, therefore augmenting the potential variation between efficient and inefficient
ones but also reducing the power of their conclusions, since variations observed in one
out of the few selected animals can lead to observable differences. Working with
smaller groups of animals to get rid of the important year effect on microbiota
compositions also reduced the size of our population which dragged down the
interpretability and extrapolability of our results. A recent study showed a low
consistency of the rumen microbiota with large differences between two samples taken
a week apart on the same ewes (Fresco et al., 2022). Similarly, in a microbial
community transplantation experiment, control animals that had not been
transplanted had a different microbiota composition between the first day of
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experiment and the sample taken a month later under the same dietary and sampling
conditions (Zhou et al., 2018). Hence, inconsistencies between studies trying to link
rumen microbiota and feed efficiency may reside in the dynamic nature of rumen
microbiota, which is sensitive to the environment but also to batch effects (Wang &
LéCao, 2020).This could also explain the lack of correlations between microbial genera
issued from a one-off sampling and phenotypes that are either the result of an evolving
phenomenon such as BFT or MD or an average on several weeks such as ADFI or ADG
(Le Graverand et al., under review).

4.2.1 CONC phase

When all the microbiota samples from the 3 years were analyzed simultaneously
neither the lines nor the phenotypes could be clearly discriminated using PLS-DA
which is consistent with the absence of difference in -diversity evidenced by Perea et
al. on fewer lambs differing in phenotypic RFI (Perea et al., 2017). Only two genera
tended to be differentially abundant between the lines in phase CONC, both being
relatively more abundant in line rfi-. [Ruminococcus] gauvreauii group and Coprococcus
1 both belong to the Lachnospiraceae family, which is one of the major family in the
rumen, representing 23% of the sequences in the CONC phase in our study.
Coprococcus had already been found as the main genus discriminating efficient animals
in the ancestors of the lambs we used in our study when they were fed the same diet
(Marie-Etancelin et al., 2021). Coprococcus has also been reported as being relatively
more abundant in the ruminal liquid of efficient dairy cows compared to their
inefficient counterparts (Jewell et al., 2015). Furthermore, in a transfaunation study,
three out of the four high-RFI steers that were transfaunated with ruminal content
from low-RFI steers had an increase of Coprococcus 1 relative abundance but RFI
reevaluation was not performed after transfaunation (Zhou et al., 2018).

[Ruminococcus] gauvreii group was also associated with efficient animals in the study
from Marie-Etancelin et al. but when fed the MIX diet (Marie-Etancelin et al., 2021).
After variable selection using Selbal, some genera were common in the global balance
discriminating lines and in the one discriminating phenotypic groups in phase CONC.
Among these genera, in addition to Coprococcus 1, four genera were associated with
efficient animals: Allisonella, Alysiella, Howardella and Rikenellaceae RC9 group, while
four genera were associated with inefficient animals: [Eubacterium] xylanophylum
group, Ruminococcaceae UCG 004 group, Succiniclasticum and an unknown genus from
Veillonellaceae family. [Eubacterium] xylanophylum group was also associated with the
inefficient ancestors of our animals (Marie-Etancelin et al., 2021).

Very few genera were components of the balances discriminating either the lines or
the phenotypes in multiple years of experiment. Among them, [Ruminococcus]
gauvreauii group was associated with line rfi- in 2018 and 2019 and with pRFI-c group
in 2019 and 2020 in addition to being the only genus discriminating lines in univariate
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analyses in 2018. [Ruminococcus] gauvreauii strain CCRI 16110 was, in addition to
Prevotella ruminicola isolate L16 which belongs to genus Prevotella 1, the only microbe
associated with Low-RFI group in the study from Hernandez-Sanabria et al. based on
DGGE analysis after amplification of the V2-V3 region of the bacterial 165 rRNA gene
and led on Angus and Hereford steers fed a high-concentrate diet (Hernandez-
Sanabria et al., 2010). This is consistent with the fact that Prevotella 1 was one of the
genera whose abundance was higher in line rfi- than in line rfi+ and that tended to be
more abundant in pRFI-c group than in pRFI+c group, but only in 2020.
[Ruminococcus]_gauvreauii group has been associated with increased rumen
concentrations of VFA and could influence feed efficiency by this mean (Yin et al.,
2021).

To alesser degree, 2 other genera are common between 2 years for phenotypic groups.
Lachnospiraceae NK3A20 group was associated with pRFI+c group in 2018 and 2019 and
despite not being directly linked to inefficient animals in the study from Marie-
Etancelin et al., it was linked to an increased feeding rate, elsewhere found higher in
inefficient animals (Marie-Etancelin et al., 2021; Marie-Etancelin et al., 2019).

Methanobrevibacter was associated with pRFI+c group in 2019 and 2020 in accordance
with previous reports linking Methanobrevibacter species such as Methanobrevibacter
ruminantium (Xie et al., 2022), Methanobrevibacter millerae or Methanobrevobacter olleyae
(McLoughlin et al., 2020) to inefficiency. Numerous studies have shown that methane
emissions and therefore energy loss as methane are dependent on archeal composition
rather than on absolute methanogens abundance (Danielsson et al., 2012; Shi et al.,
2014). Methanobrevibacter is the main genus involved in methanogenesis from carbon
dioxide but different species belonging to this genus have been found to be competing
in the rumen with some of them being associated with low methane emissions and
other with higher methane emissions (Danielsson et al. 2017). In our study, none of the
sequences belonging to genus Methanobrevibacter were affiliated to a precise species.
Similarly, Methanosphaera, whose abundance was previously linked to decreased
methane emissions (Carberry et al., 2014), was numerically more abundant in pRFI-c
group in our study (Tableau 11.2.52) and was selected in the global balances associated
with rfi- in 2019 and with pRFI-c group in 2020.This is consistent with a decrease in
methanol concentration in the rumen of pRFI-c animals in Touitou et al. since methanol
is the main substrate for the growth of species belonging to Methanosphaera genus
(Fricke et al., 2006; Touitou et al., 2022).

Furthermore, other genera that were reported as associated with efficient animals
under a concentrate-rich diet were not differentially abundant between lines or
phenotypes in our study. We can mention Fibrobacter in steers (Auffret et al., 2020;
McGovern et al., 2018) or sheep (Li et al.,, 2022), or Acidaminococcus in steers when
efficiency was evaluated using RFI (Auffret et al., 2020) or FCR (Myer et al., 2015a).
The fact that the closest results to our study were obtained in another study with
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animals sharing the same genetic background suggest that the way microbiota impacts
feed efficiency could differ between species or even breeds.

4.2.2. MIX phase

In phase MIX, nearly all of the differences (either global or year-specific) were found
in phenotypic groups and not in lines. This could be due to the fact that more than 50%
of the animals changed phenotypic groups between the two diets as reported
previously with growing heifers during two successive periods under the same diets
(Durunna et al., 2012) or in cattle fed different successive diets going from concentrate
to pasture (Oliveira et al., 2018) or from grass to high-concentrate diet (Lahart et al.,
2020). Thus, microbiota seems to be more closely linked to actual efficiency than to the
animal itself, as highlighted by the lack of similarity in the microbial community
between two samplings on a same animal, showed using Aitchison distances, or to
previous efficiency as evidenced by the absence of link between microbiota and groups
based on both RFIc and RFIm

Two genera were common between global balances discriminating lines and
phenotypic groups in phase MIX: Christensenellaceae R7 group (line rfi-; pRFI-m) and
Rikenellaceae RC9 gut group (Line rfi+, pRFI-m); three other genera were associated with
efficient animals: Prevotella 1, Family XIII UCG 001 and Ruminococcaceae V9D2013 group.
Rikenellaceae RC9 gut group has been quite consistently associated with efficient animals
under mixed rations in the literature either in bulls (Andrade et al., 2022), heifers (Liu
et al., 2022) and sheep (Li et al., 2022) and has been showed to be decreased when the
proportion of concentrates increases (Liu et al., 2021; Zened et al., 2013). Similarly,
Christensenellaceae R7 group relative abundance decreases when the amount of
concentrates in a ration increases (Liu et al., 2019b; Pang et al., 2022). Since both these
genera have been associated with an increase in VFA production in vitro, it can be
hypothesized that they are partly responsible for the phenotypic efficiency of animals
in phase MIX (Wei et al., 2022).

No genus was found to be differentially expressed between either the lines or the
phenotypic groups in phase MIX using univariate analyses. In 2019, the only genus
that discriminated the lines using ANOVA was Ruminiclostridium 9 and it was also
differentially abundant between phenotypic groups as well as Ruminiclostridium 6,
both being more abundant in pRFI-v animals. Ruminiclostridium has been found to be
more abundant in low-RFI heifers fed a 50/50 concentrate to forage diet (Liu et al.,
2022). Oscillospira that also belongs to the Oscillospiraceae family was associated with
efficient animals in our study too, as well as in Marie-Etancelin et al. (Marie-Etancelin
et al., 2021) when animals were fed the same diet. A lot of the unknown genera that
have been associated with phenotypically inefficient animals belonged to family FO82
and Bacteroidales BS11 gut group that have both been reported to be increased when
the proportion of concentrates increases (Ma et al., 2022). These genera were often
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absent from around 30-40% of the samples and had 10-times higher relative
abundances in pRFIm+ than in pRFIv- animals which could explain a decrease in
digestive efficiency in pRFIm+ animals due to a lesser good adaptation of these animals
to a diet containing 67% of forage. On the other hand, some genera were quite
consistently associated with efficient animals. Lachnospiraceae NK3A20 group was
identified in all 2019 MIX samples and had a higher abundance in RFI- animals in our
study as well as in efficient heifers fed a 50/50 concentrate to forage diet (Liu et al.,
2022). The Lachnospiraceae family was also associated with low-RFI lactating cows
(Jewell et al., 2015; Rius et al., 2012) and Lachnospiraceae NK3A20 group was reported as
being more abundant when Christensenellaceae R7 group and Rikenellaceae RC9 gut
group, that were more abundant in 2019 pRFI-v animals in our study, are abundant as
well (Huang et al., 2021). Only one unknown archaeal genus belonging to
Methanomethylophilaceae was differentially expressed between phenotypes in 2019
being more abundant in pRFI-v animals. However, the same genus was selected by
Selbal as associated with pRFI+m animals in 2020. Other inconsistencies such as the
relative abundance of [Eubacterium] xylanophilum in group pRFI+m in 2019 while this
genus was associated with efficient animals in Marie-Etancelin et al. under the same
diet highlight the complexity of microbiota studies (Bowen et al., 2020).

4.3 VFA and feed efficiency

The link between feed efficiency and ruminal microbiota can be made via the products
of microbial metabolism in the rumen. Furthermore, functional redundancy could
explain a lack of link between microbes and feed efficiency. Therefore, in a first
approach, we measured VFAs that are closely related to energy metabolism in
ruminants. Whatever the diet, we did not find any difference in VFA profile between
efficient and inefficient animals which is consistent with many other studies (Auffret
et al., 2020; Clemmons et al., 2021; Fitzsimons et al., 2014; Lam et al., 2018; Liu et al.,
2022; Rius et al., 2012). Conversely some studies led on high-concentrate diets show
conflicting results such as increased concentrations of both propionate and butyrate in
efficient Hu lambs compared to inefficient ones (Liang et al., 2017) or an important
increase in butyrate concentration in efficient steers fed on a finishing diet mostly
made up of cereals (Guan et al., 2008). Some of these studies might suffer from a
potential bias since they expressed VFA as mmol/L, not taking into account potential
saliva dilution when sampling was performed using an oesophagal probe. However,
other studies expressing VFA as percentages made the same observations under
similar diets either in 12 Pelibuey sheep (Arce-Recinos et al., 2022a), 8 Rambouillet
sheep (Ellison et al., 2017) or 58 Angus steers in which propionate proportion was
moderately negatively correlated with midparent breeding value for RFI. On the other
hand, McGovern et al. found a higher propionate proportion and a lower acetate to
propionate ratio in inefficient bulls when fed 3kg grass silage and concentrate ad
libitum (McGovern et al., 2018). Concerning rarer VFA, we found a slightly higher
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proportion of isobutyrate in line rfi- (even though not significant when considered in
phenotypic groups) as did Arce-Recinos et al. (Arce-Recinos et al., 2022a) but these
results are in contradiction with those from Hernandez-Sanabria et al. where isoacids
were more abundant in high-RFI animals (Hernandez-Sanabria et al., 2010). Under a
mixed diet, the discrepancies between studies are even bigger with propionate being
associated with inefficient (Johnson et al., 2019; Krueger, 2009) or efficient animals
(Lawrence et al., 2011; Shabat et al., 2016; Xie et al., 2022). Most of the time, studies that
found differences between groups were led on a small number of animals and
significance was not corrected for false discovery rate.

5. Conclusion

In the same way that microbial genera are heavily influenced by the experimental
conditions upon sampling, VFA proportions, for example, are linked to the feed lastly
ingested and to the time that has elapsed since then. On the one hand, this could
explain the weak correlations between VFA or microbial genera resulting from a one-
off sampling and phenotypes. On the other hand, since microbiota genera and VFA
were obtained from the same initial samples, it explains the higher correlations that
can be found between genera and VFA. In our study, no difference in VFA, nor
ruminal bacteria and archaeae communities, between efficient and inefficient animals
was found, whatever the diet. On the scale of genera, very slight differences were
observed, but inconsistencies of results between our three years on the one hand and
with other studies in the literature on the other hand, prevent any clear conclusion. If
animals differing in feed efficiency were to differ in rumen metabolism they would
either differ in total VFA synthesis, which could not be evaluated here due to potential
saliva dilution or in non-VFA metabolites. Another study led on rumen metabolites
measured by NMR did not find any difference between efficient and inefficient
animals (Touitou et al., 2022) suggesting that the main factor responsible for feed
efficiency in Romane lambs may not be digestive efficiency. Digestibility studies could
be a good way to confirm this assessment in future generations of selection.
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Supplementary Data:

Tableau 11.2.S1: Chemical composition of feed ingredients in the different diets/ C1 = fiber-rich
concentrate distributed in phase CONC, C2 = concentrate distributed in phase MIX, F=dactylis hay
distributed in phase MIX.

C1_20 C1_2019 | C1_2020 C2_2018 | C2_2019 | C2_2020 | F_2018 | F_2019 F_2019 Fall_2020
18 Summer | Fall
DM (g/kg) 905 888 883 882 874 894 914 914 916 900
Crude 17.3 17.7 17.6 18.2 18.4 17.6 6.5 8.6 6.7 94
Protein
(%DM)
Crude Fiber | 149 14.7 14.5 10.9 10 10.2 37.3 35.5 35.6 38.0
(%DM)
Crude  Fat 1.9 3.4 2.5 4 0.35 3.6
(%DM)
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Figure 11.2 S1: Graphical output of the two first components of the PCA in both phase CONC (on the
left) and phase MIX (on the right) to identify the main experimental factors responsible for a large part
of the variance in either the CONC or the MIX microbiota datasets.
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Tableau 11.2.52 : Relative abundances of all genera that were or tended to be differentially expressed
between genetic lines or phenotypic group in the CONC phase. P-values (piine and pynen) are the result of
an ANOVA on GBM/CLR-transformed data corrected for fixed experimental effects and have been

corrected for FDR.
CONC phase Genetic Lines Phenotypic groups
Relative  abundance | piine % Relative abundance Prhen | %
%) 4
rfi+ rfi- PpRFI+c pRFI-c
All samples n=277 n= 180
Coprococcus 1 0.15 (0.16) | 0.21 (0.17) | 0.08 98 0.15 (0.13) 0.19 (0.15) | 0.92 98
Ruminococcus gauvreauii | 1.62 (1.22) | 2.18 (1.75) | 0.08 100 1.63 (1.10) 2.08 (1.85) 0.95 100
group
2018 N=102 N=63
Ruminococcus gauvreauii | 1.26 (0.92) | 2.04 (1.70) | 0.09 100 1.25 (1.07) 1.84 (1.67) | 0.29 100
group
2019 N=101 N=67
2020 N=73 N=50
Dialister 0.58 (0.38) | 0.28 (0.32) | 0.009 | 92 0.52 (0.44) 0.30(0.31) | 0.031 | 92
Lachnospira 0.16 (0.12) | 0.08 (0.11) | 0.009 | 85 0.14 (0.13) 0.098 (0.13) | 0.075 | 90
Ruminococcaceae UCG 013 0.25 (0.31) | 0.55(0.67) | 0.009 | 100 0.27 (0.45) 0.41(0.34) | 0.029 | 100
UG14 § 0.23 (0.45) | 0.05(0.12) | 0.013 | 73 0.20 (0.41) 0.048 (0.13) | 0.075 | 70
Succinivibrionaceae UCG 001 | 0.84 (1.02) | 0.33 (0.75) | 0.015 | 96 0.76 (1.07) 0.25(0.37) | 0.075 | 96
Agathobacter 0.55 (0.43) | 0.32(0.36) | 0.016 | 93 0.56 (0.49) 0.24 (0.30) | 0.075 | 92
Erysipelotrichaceae UCG 002 3.25(4.70) | 1.61(3.22) | 0.016 | 97 4.47 (5.68) 0.81(1.18) | 0.075 | 98
Prevotella 9 1.47 (2.35) | 0.66 (0.86) | 0.016 | 95 1.52 (2.70) 0.52 (0.70) | 0.075 | 96
Erysipelotrichaceae UCG 004 0.13 (0.25) | 0.48 (0.80) | 0.021 | 90 0.12 (0.22) 0.51(0.88) | 0.19 90
[Eubacterium] xylanophilum | 8.65x 10 | 1.73 x103 0.025 | 30 0.0079 (0.011) | 0.0018 0.095 | 30
group (0.013) (4.73 x103) (0.0040)
Moryella 0.059 0.13 (0.13) | 0.025 | 97 0.068 (0.089) | 0.12(0.11) | 0.072 | 96
(0.047)
Prevotellaceae UCG 003 0.5(1.01) | 1.53(2.22) | 0.025 | 95 0.73 (1.63) 1.63(2.33) | 0.17 94
Quinella 0.0040 1,41 (5.58) | 0.025 | 41 0.030 (0.12) 1.90 (6.76) | 0.17 40
(0.01)
Coprococcus 1 0.16 (0.12) | 0.23 (0.14) | 0.030 | 100 0.15 (0.11) 0.24 (0.16) | 0.031 | 100
Lachnoclostridium 1 0.09 (0.06) | 0.18 (0.13) | 0.032 | 100 0.12 (0.12) 0.16 (0.12) | 0.17 100
Prevotella 1 26.5(19.8) | 34.2(13.4) | 0.040 | 100 23.4 (17.7) 37.2(155) | 0.11 100
Howardella 0.044 0.060 0.042 | 100 0.045 (0.028) | 0.053 0.096 | 100
(0.025) (0.031) (0.026)
UG27 § 0.012 0.033 0.042 | 66 0.015(0.023) | 0.024 0.24 62
(0.017) (0.048) (0.036)
Blautia 0.079 0.042 0.047 | 81 0.074 (0.067) | 0.040 0.24 78
(0.062) (0.042) (0.043)
[Eubacterium] brachy group 0.079 0.10 (0.053) | 0.053 | 100 0.078 (0.052) | 0.090 0.17 100
(0.049) (0.056)
Alloprevotella 0.27 (0.29) | 0.17 (0.24) | 0.061 | 97 0.22 (0.21) 0.19(0.32) | 0.19 96
Methanosphaera 1.00 (0.47) | 1.28 (0.65) | 0.061 | 100 1.03 (0.50) 1.24 (0.63) | 0.11 100
UG7 § 0.21 (0.69) | 0.18 (0.33) | 0.061 | 75 0.26 (0.80) 0.15(0.22) | 043 72
UG23 i 0.23(0.25) | 0.30(0.21) | 0.061 | 92 0.026 (0.028) | 0.029 0.13 90
(0.022)
UG5 § 0.050 1.31(3.86) | 0.063 | 48 0.77 (3.39) 1.20 (3.63) | 0.19 52
(0.18)
Selenomonas 1 0.16 (0.37) | 0.79 (1.68) | 0.066 | 85 1.45 (0.44) 0.51(0.92) | 0.21 80
[Eubacterium] eligens group 0.38 (0.34) | 0.26 (0.38) | 0.080 | 95 0.31 (0.34) 0.31 (0.44) 0.39 96
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CONC phase Genetic Lines Phenotypic groups
Relative abundance | piine % Relative abundance Prhen %
%) 4
rfi+ rfi- PpRFI+c pRFI-c
Lachnospiraceae UCG 008 0.13 0.11 (0.092) | 0.080 | 99 0.060 (0.12) 0.090 0.17 98
(0.061) (0.059)
Treponema 2 0.17 (0.20) | 0.37 (0.64) | 0.080 | 100 0.35 (0.77) 0.34 (0.39) 0.094 | 100
Prevotella 7 21.1 (14.4) | 12.1 (9.6) 0.081 100 20.5 (14.8) 11.6 (10.4) 0.27 100
Ruminococcaceae UCG 014 1.65 (0.89) | 1.33(0.95) | 0.081 | 100 1.75 (0.98) 1.29(0.99) | 027 | 100
UG11 § 0.007 0.034 0.081 | 32 0.0021 (0.010) | 0.024 0.13 28
(0.024) (0.089) (0.052)
UG?21 § 0.071 0.041 0.081 | 88 0.061 (0.069) | 0.040 0.21 86
(0.091) (0.051) (0.054)
UG10 § 0.16 (0.23) | 0.091(0.16) | 0.10 | 89 0.15 (0.21) 0.087 (0.17) | 0.13 | 86

L When a difference occurs (p<0.1), the group in which the relative abundance of a genus
is higher is in bold ; * Prevalence ; { UG=Unknown genus.

Tableau 11.2.S3 : Relative abundances of all genera that were or tended to be differentially expressed
between genetic lines or phenotypic group in the MIX phase. P-values (piine and pyren) are the result of an
ANOVA on GBM/CLR-transformed data corrected for fixed experimental effects and have been

corrected for FDR.
MIX PHASE Genetic Lines Phenotypic groups
Relative abundance | puine | %* | Relative abundance (%) Prhen %*
(%)
rfi+ rfi- PRFI+m PRFI-M
All samples N=166 N=106
2018 N=54 N=34
2019 N=71 N=44
Ruminoclostridium_9 0.11(0.13) | 0.43(0.68) | 0.029 | 97 | 0.10(0.08) 0.79 (0.95) 0.022 95
UG 157 0.21(0.36) | 0.15(021) | 097 | 52 | 0.09(0.29) 0.37 (0.29) 236x10 | 43
10
UG41 § 026(0.41) | 0.15(0.16) | 097 | 66 | 0.34(0.40) 0.035(0.093) | 4g0y10 | 66
6
Anaerovibrio 0.080 011(0.14) | 099 | 89 | 0.052(0.070) | 0.22(0.15) 79710 | 91
(0.085) 5
Pseudoramibacter 0.012 0.008 0.97 30 4. 49)(10'4 0.020 (0.023) 797x10 | 25
(0.032) (0.021) . 5
(1.77x10 )
Prevotellaceae_UCG_001 148 (121) | 1.75(1.44) | 072 | 100 | 2.10(L.12) 0.64 (0.68) 935x10 | 100
5
Selenomonas 3 0.078 (0.17) | 0.071 (0.14) | 0.99 38 0.034 (0.13) 0.21 (0.23) 9.73x10 | 30
5
UG 158 § 0.012 0.012 09 |27 | o107 0.039 (0.060) | 57310 | 25
(0.035) (0.028) . i
UG58 § 0.11 (0.19) 0.043 0.56 53 0.14 (0.19) 0.021(0.055) 276x10 | 64
(0.067) .
Treponema 2 0.60 (0.46) 0.63 (0.52) 0.99 100 | 0.41(0.36) 0.74 (0.37) 4.65e-04 | 100
Rikenellaceae RC9 gut group 7.02 (2.48) 7.23 (4.68) 0.99 100 6.31 (2.01) 9.97 (7.83) 1.42e-03 | 100
UG54 § 0070 (0.11) | 0.11(0.13) | 049 | 55 | 0.11(0.13) 0.027 (0.068) | 1.54e-03 | 59
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MIX PHASE Genetic Lines Phenotypic groups

Relative abundance | puine | %* | Relative abundance (%).. Prhen %*

(%)

rfi+ rfi- pRFI+m PRFI-M
UG37 i 0.0078 0.0077 0.99 30 0.0026 (0.0049) | 0.022(0.034) 0.0017 34

(N.N25) (N.N21)
Flexilinea 0.34 (0.15) 0.34 (0.20) 0.94 100 | 0.29 (0.15) 0.42 (0.17) 0.0017 100
[Eubacterium]_xylanophilum 0.073(0.085) | 0.093(0.11) | 0.95 87 0.12 (0.11) 0.027 (0.035) 0.0019 89
UG35 0.28(0.20) 0.31(0.23) 0.99 94 0.34 (0.20) 0.15(0.15) 0.0019 95
Acetitomaculum 1.09(0.73) 1.08(0.76) 0.97 100 | 1.21(0.67) 0.57 (0.50) 0.0022 100
Selenomonas_1 0.44(0.41) 0.58(0.68) 0.97 100 | 0.29 (0.25) 1.21 (0.94) 0.0022 100
UG7 0.078(0.12) | 0.099(0.16) | 0.63 59 0.12 (0.12) 0.034 (0.079) 0.0022 64
UG39 i 0.094(0.19) | 0.070(0.11) | 0.97 61 0.13 (0.19) 0.013 (0.028) 0.0022 68
UG 83 I 0.045(0.054) | 0.056(0.070) | 0.99 68 0.063 (0.063) 0.012 (0.038) 0.0022 70
UG59 I 0;095(0.11) | 0.063(0.096) | 0.71 65 0.12 (0.12) 0.034 (0.074) 0.0056 70
UG172 % 0.011(0.014) | 0.015(0.023) | 0.99 45 0.019 (0.020) 0.0007 (0.002) | 0.0026 52
UG 136 I 0.016(0.035) | 0.038(0.085) | 0.80 41 0.012 (0.035) 0.050 (0.074) 0.0027 39
UG 66 % 0.030(0.052) | 0.037(0.053) | 0.72 48 0.040 (0.050) 0.013 (0.031) 0.0032 52
UG62 % 0.094(0.20) | 0.081(0.17) | 0.99 49 0.11 (0.21) 0.014 (0.033) 0.0057 55
UG 63 I 0.068(0.10) | (0.77(0.12) 0.97 61 0.11 (0.13) 0.026 (0.041) 0.0062 70
Christensenellaceae_R_7_group 16.1 (4.18) 16.8(4.43) 0.97 100 15.38 (4.18) 16.46 (4.88) 0.0073 100
Prevotellaceae_YAB2003_group 0.0099 0.015 0.99 38 0.007 (0.015) 0.029 (0.039) 0.0074 41

(0.017) (0.033)
UG 60 % 0.045(0.053) | 0.041(0.048) | 0.99 75 0.056 (0.055) 0.016(0.032) 0.0079 77
UG57 % 0.064(0.085) | 0.13(0.25) 0.72 59 0.097 (0.11) 0.010 (0.030) 0.0084 57
Lachnospiraceae_AC2044_group 0.46 (0.28) 0.45 (0.29) 0.97 100 | 0.58 (0.30) 0.28 (0.22) 0.010 100
Ruminococcaceae_V9D2013 0.026 0.037 0.72 66 0.017 (0.033) 0.037 (0.040) 0.013 57
UG22 i OAO%AZF (I)A.Oﬂ92)ﬂ£0.14) 0.64 69 0.086 (0.12) 0.025 (0.051 0.013 72
Ruminoclostridium_6 (/)'.\325(3.23) 0.38 (0.18) 0.97 100 | 0.34(0.14) 0.51 (0.29) 0.017 100
UG1 0.13 (0.11) 0.15(0.15) 0.97 100 | 0.11(0.11) 0.22 (0.14) 0.017 100
Family XIII_AD3011_group 0.54 (0.30) 0.52 (0.25) 0.99 100 | 0.60 (0.28) 0.33 (0.21) 0.021 100
UG 10 I 0.17 (0.39) 0.11 (0.17) 0.90 65 0.18 (0.40) 0.018 (0.028) 0.021 68
UG12 i 0.080 (0.24) | 0.020 0.56 52 0.10 (0.24) 0.006 (0.018) 0.021 61
UG 46 % 0.17 (0.34) (l)n.ZréA(A(S.SZ) 0.72 51 0.22 (0.35) 0.065 (0.18) 0.022 55
Ruminococcaceae_UCG_001 0.033 0.032 0.97 62 0.053 (0.073) 0.0067 (0.013) | 0.024 66

(0.065) (0.047)
Lachnospiraceae_ NK3A20_group | 2.14(1.48) 1.96(1.06) 0.97 100 | 1.72(1.32) 2.07 (0.93) 0.025 100
UG38 0.10(0.25) 0.14(0.17) 041 54 0.17 (0.27) 0.061 (0.15) 0.026 55
Oscillospira 0.042(0.063) | 0.044(0.079) | 0.99 77 0.023 (0.037) 0.053 (0.070) 0.026 77
Ruminococcus_1 2.09(1.07) 1.41(1.07) 0.56 100 | 2.70 (1.14) 1.63 (0.87) 0.031 100
UG 40 i 0.048(0.056) | 0.095(0.20) | 0.97 73 0.11 (0.20) 0.031 (0.080) 0.031 70
UG 87 i 0.06(0.11) 0.037(0.062) | 0.97 44 0.084 (0.12) 0.019 (0.049) 0.033 50
Butyrivibrio_2 1.43(0.49) 1.56(0.73) 0.97 100 | 1.45(0.46) 1.78 (0.70) 0.033 100
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MIX PHASE Genetic Lines Phenotypic groups

Relative abundance | puine | %* | Relative abundance (%).. Prhen %*

(%) )

rfi+ rfi- pRFI+m PRFI-M
Prevotellaceae_Ga6A1_group 0.080(0.11) | 0.070(0.10) | 0.97 90 0.045 (0.066) 0.16 (0.18) 0.033 86
UG11 i 0.13(0.31) 0.085(0.16) | 0.97 62 0.096 (0.31) 0.17 (0.26) 0.033 57
UG 100 i 0.20(0.60) 0.15(0.48) 0.97 52 0.058 (0.26) 0.30 (0.64) 0.033 45
UG 0.13(0.13) 0.096(0.087) | 0.97 86 0.14 (0.11) 0.058(0.078) 0.033 82
UG49 I 0.46(2.06) 0.023(0.058) | 0.72 41 0.011 (0.020) 1.03 (3.43) 0.035 41
UG 150 I 0.040(0.035) | 0.046(0.035) | 0.97 90 0.054 (0.038) 0.023 (0.029) 0.036 89
UG42 i 0.015(0.035) | 0.039(0.085) | 0.72 48 0.031 (0.047) 0.0039(0.0094) | 0.051 52
UG93 i 0.047(0.12) | 0.074(0.22) | 0.99 52 0.083 (0.13) 0.023(0.053) 0.051 57
UG 81 i 0.025(0.044) | 0.028(0.036) | 0.97 58 0.043 (0.048) 0.012 (0.026) 0.056 66
[Eubacterium]_ventriosum_group | 0.14(0.16) 0.15(0.14) 0.99 90 0.18 (0.16) 0.097 (0.13) 0.059 89
Schwartzia 0.062(0.052) | 0.062(0.068) | 0.72 90 0.050 (0.050) 0.10 (0.074) 0.059 93
UG 133 I 0.032(0.042) | 0.030(0.052) | 0.72 56 0.021 (0.042) 0.026 (0.026) 0.059 52
UG 138 i 0.041(0.057) | 0.040(0.068) | 0.94 68 0.047 (0.062) 0.0097 (0.017) | 0.063 61
Lachnoclostridium_1 0.0079 0.0061 0.97 37 0.0060 (0.014) | 0.011 (0.012) 0.077 36

(0.014) (0.011)
UG 26 § 0.030(0.053) | 0.016(0.033) | 0.51 54 0.011 (0.018) 0.032 (0.058) 0.081 55
Ruminococcaceae_NKA214_group | 5.61(1.27) 5.30(1.28) 0.80 100 5.57 (1.12) 5.43(1.40) 0.083 100
2020 N=38 N=26

L When a difference occurs (p<0.1), the group in which the relative abundance of a genus

is higher is in bold ; * Prevalence ; 1 UG=Unknown genus.
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Figure 11.2.52: Correlations between microbial genera and volatile fatty acids in phase CONC
(A) and phase MIX (B) with a minimum threshold set to 0.3.
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Figure 11.2.S3: Main correlations between genera and VFA in CONC phase. Genera that have been identified as associated with
efficient animals or inefficient animals in their respective years are represented in gold and blue respectively. Genera were kept
if they were significantly correlated with at least one VFA with an absolute correlation higher than 0.4.
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Figure 11.2.54 : Main correlations between genera and VFA in MIX phase. Genera were kept if they were
significantly correlated with at least one VFA with an absolute correlation higher than 0.4. No genus
previously identified as associated with phenotypically efficient or inefficient animals was correlated with

VFA.
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2. Association entre les eucaryotes du rumen et

I’efficience alimentaire

a) Introduction

En plus des procaryotes, bactéries et archées, le rumen est peuplé par des microorganismes
eucaryotes. Ces derniers, dont 1’abondance est plus réduite puisqu’estimée a 10° a 10°
microorganismes par mL de contenu ruminal, jouent un réle important dans la digestion de la
cellulose et des autres glucides pariétaux (Sylvester et al., 2004; Lwin et al., 2011; Solomon et
al., 2016). En particulier, la capacité des champignons anaérobies a dégrader les particules
végeétales est supérieure a celle des bactéries in vitro (Akin & Borneman, 1990; Ma et al., 2020).
De plus, une étude de métatranscriptomique quantitative récente a identifié que la majorité des
cellulases présentes dans les échantillons provenant du rumen de quatre vaches Holstein,
prélevées plusieurs fois a différents temps aprés un repas d’ensilage de mais et de tréfle
provenaient des champignons anaérobies appartenant a la famille des Neocallimastigaceae,
suivis par le genre bactérien Fibrobacter puis par les cilliés (Sollinger et al., 2018).

Relativement peu d’études se sont intéressées aux eucaryotes du rumen en lien avec I’efficience
alimentaire et la plupart d’entre elles se sont concentrées sur les effets de la défaunation, c’est-

a-dire I’élimination de la population de prozoaires du rumen.

L’objectif de cette étude a été de comparer les populations eucaryotes ruminales d’animaux
différant par leur efficience alimentaire sous deux régimes, un régime riche en concentrés

(CONC) et un régime contenant un tiers de concentrés et deux tiers de foin (MIX).

b)  Matériel et méthodes spécifiques

Les animaux utilisés dans cette ¢tude sont les mémes que les animaux utilisés pour ’article
précédent. En phase CONC, 277 échantillons de contenu ruminal ont été prélevés mais
seulement 275 ont pu étre séquencés. En phase MIX, 167 échantillons ont été prélevés et 166
ont été sequenceés. Les amorces utilisées pour I’amplification du géne codant pour I’ARNr 18S
étaient les suivantes : F566 (5~ CAGCAGCCGCGGTAATTCC) et R1200 (5’-
CCCGTGTTGAGTCAAATTAAG) précedees des adaptateurs Genotoul (Hadziavdic et al.,
2014; Stoeck et al., 2010). L’espacement entre les amorces étant important, certaines seéquences

peuvent ne pas se chevaucher, auquel cas il est impossible de reconstruire avec certitude
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I’amplicon a partir des deux fragments. Dans ce cas, apres 1’étape de démultiplexage qui permet
de récupérer I’information des deux fragments, une série arbitraire de 100 « N », c’est-a-dire
de nucléotides non identifiés, est ajoutée entre les deux (Bernard et al., 2021). Au cours de
I’affiliation, le pourcentage d’appariement est calculé en conséquence. L’affiliation a été
réalisée a I’aide de la base Silva 18S 138.1.

Les échantillons n’ont pas été dilués avant amplification contrairement aux €chantillons utilisés
pour I’amplification de I’ADN codant pour ’ARNr 16S du fait des concentrations moins

importantes d’eucaryotes que de procaryotes dans le rumen.

¢) Résultats

i. Description générale de la communauté eukaryote du rumen des

agneaux

Les eucaryotes représentés dans le rumen appartiennent majoritairement au phylum Ciliophora
du régne des Chromalveolata (en particulier du sous-regne SAR, comprenant les
embranchements Stramenopiles, Alveolata et Rhizaria) ainsi qu’au régne des Fungi représenté
par les phyla Ascomycota, Basidiomycota, Mucoromycota et Neocallimastigomycota. Les
autres taxons identifiés par séquencage de I’ADN codant pour I’ARN ribosomal 18S dans nos
échantillons ne représentent pas plus de 5 a 10% des séquences a I’exception notable des
échantillons de la phase CONC prélevés en 2019, c’est-a-dire d’animaux ayant potentiellement
eu acces a la nourriture moins longtemps avant le prélévement, qui contiennent plus de
séquences appartenant aux phyla Cercozoa et Apicomplexa. Ces taxons n’ont pas été retrouvés

en forte abondance dans les échantillons prélevés a I’automne 2018 lors de la phase MIX.

Phase CONC:

Chez les animaux préleves en 2019 la profondeur de séquencage obtenue est en moyenne
beaucoup moins importante et beaucoup plus variable que les autres années d’échantillonnage,
(Moyennezécart-type : 8751+9495 séquences en 2019 contre 25623+ 3963 en 2018 et
13273+2838 en 2020). Cette différence de profondeur de séquencage ne se retrouve pas sur les
données issues du séquencage de I’ADN codant pour ’ARNr 16S issues des mémes
échantillons et utilisées dans I’article précédent (voir page 96) (Figure 11.2.11). En revanche,

elle est observable, qualitativement, sur les gels d’électrophorése obtenus par migration de
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I’ADNr 18S amplifié par PCR ce qui laisse supposer une concentration moins importante

d’eucaryotes dans ces échantillons.

30000
25000
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165 18S 165 18S 165 185
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Figure 11.2.11 : Profondeur de séquencage obtenue aprés amplification de I’ADN codant pour I’ARNr
18S (en noir) ou pour [’ARNr 16S (en blanc) des échantillons de fluide ruminal prélevés en phase CONC
en 2018, 2019 et 2020. Le séquencage des echantillons de 2018 et 2019 a été réaliseé simultanément
tandis que les échantillons de 2020 ont été traités séparément.

En particulier, les échantillons de 2019 se caractérisent par une quantité de séquences affiliées
au regne Chromalveolata plus faible (84,7% des séquences eucaryotes en 2019 contre 99,2%
en 2019 et 97,6% en 2020) et une proportion plus importante de séquences identifiées comme
appartenant aux phyla Apicomplexa (et en particulier a I’ordre des Gregarinasina) et au phylum
Cercozoa (uniquement a 1’ordre des Glissomonadida) au sein de celles-ci (Figure 11.2.12).
Aucun de ces taxons n’est classiquement identifié dans le rumen, les premiers étant par exemple
des parasites d’invertébrés. Parmi les Ciliophora, qui restent majoritaires, le nombre et la
proportion de séquences affiliées au genre Isotricha est plus faible en 2019 que pour les autres

années.

De la méme fagon, une plus grande diversité de genres appartenant au regne des Fungi a été
identifiée dans les échantillons de la phase CONC de 2019. Par ailleurs, un genre appartenant
a la famille Debaryomycetaceae présentait une abondance relative beaucoup plus importante
dans les echantillons de 2020 (66,7% des séquences attribuées aux Fungi en 2020 contre 2,2%
et 2,1 % respectivement en 2018 et 2019) en lien avec une prévalence respectivement 5,4 et 1,6

fois plus importante qu’en 2018 et 2019.
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Figure 11.2.12:Prévalences et abondances relatives des différents genres appartenant au régne des
Chromoalveolata et identifiés par séquengage d’échantillons de fluide ruminal prélevés en 2018, 2019 et
2020 lors de la phase CONC. Le séquencage des échantillons de 2018 et 2019 a été réalisé simultanément
tandis que le séquencage des échantillons de 2020 a été réalise séparément.

Phase MIX :

En phase MIX, les échantillons du préléevement automnal de 2018 présentent en moyenne deux
fois moins de séquences que les échantillons des autres préléevements (11970+£2907 contre
217604773 pour les autres prélévements). La proportion de séquences affiliées au sous-regne
SAR variait de 83,1% au prélévement automnal de 2019 a 92,8% au prélévement automnal de

2018, le reste des sequences étant affilié au regne Fungi.

Contrairement a la phase CONC ou les séquences fongiques appartenaient a diverses familles
(Debaryomycetaceae, Aspergillaceae, Cladosporiaceae, Sporidiobolaceae, Leptosphaeriaceae,
Pleosporaceae et Wallemiaceae pour les majoritaires), en phase MIX, la trés vaste majorité des
séquences fongiques appartenait a la famille des Neocallimastigaceae (90 a 95% des séquences
fongiques) a I’exception du prélévement automnal de 2018 dans lequel cette famille ne

représentait en moyenne que 81% des séquences fongiques.

Quel que soit le prélevement, le genre Entodinium représentait la majorité des séquences

affiliées au sous-regne SAR.
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11. Liens entre les genres eucaryotes et [’efficience alimentaire

Phase CONC :
Apreés filtrage des genres présents dans au moins 20% des échantillons, deux PLS-DA ont été
réalisées pour discriminer les lignées génétiques (275 échantillons) ou les groupes

phénotypiques (178 échantillons) a partir de 32 genres eucaryotes.
Lignées :

La PLS-DA impliquant les lignées génétiques a mis en évidence une discrimination
significative (p=0.03) de celles-ci par les genres eucaryotes dont I’AUROC culminait a 0,74 en
intégrant 4 composantes au modele. En particulier, deux genres avaient une valeur VIP
supérieure a 1,5 a savoir Neoascochyta (VIP=2.36) et Metadinium (VIP=2.03). Ces deux genres
étaient également les deux genres les plus importants dans la balance globale déterminée par
Selbal (AUROC=0.68) avec Neoascochyta pesant du coté de la lignée rfi- avec un autre genre
appartenant lui aussi a I’ordre des Pleosporales, et Metadinium pesant du c6té de la lignée rfi+

associe aux genres Xeromyces et Cryptosporidium (Figure 11.2.13).
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Figure 11.2.13: Importance des genres eucaryotes dans la discrimination des lignées
génétiques en phase CONC estimée par leur VIP en PLS-DA (a gauche) et leur sélection dans
la balance globale (selbal) (a droite).

144



Les ANOVA menees sur les transformées CLR des genres eucaryotes ont aussi mis en évidence
des différences entre lignées pour les genres Neoascochyta (p=0,02) et Metadinium (p=0,04).
Notons cependant que ces différences peuvent étre liées a la présence de ces genres dans un
nombre plus ou moins important d’échantillons de 1’une ou I’autre lignée. Ainsi, au total, le
genre Neoascochyta a été identifié dans 60 échantillons sur 277 dont 21 provenant d’animaux
rfi+ et 39 d’animaux rfi- et le genre Metadinium a été identifié dans 85 échantillons dont 56
provenant d’animaux rfi+ et 29 d’animaux rfi-. Par ailleurs, le genre Neaoascochyta n’a pas été

identifié dans les échantillons de 2020.

De fait, lorsque les mémes analyses (PLS-DA, selbal et ANOVA) ont été menées séparément
entre les années, le genre Neoascochyta n’a plus été associé aux individus rfi- quelles que soient
I’année ou I’analyse considérées. Un résume des analyses menées année par année est présenté
dans le Tableau 11.2.4.

Tableau 11.2.4 : Résumé des analyses année par année des genres eucaryotes et de leurs liens avec les
lignées genétiques d efficience alimentaire en phase CONC. Lorsque l’abondance relative d’un genre

est plus importante dans la lignée rfi- ou dans la lignée rfi+, ce genre est représenté en doré ou en bleu
respectivement.

Analyse Paramétre 2018 2019 2020
PLS-DA AUROC 0,74 (5) 0,75 (3) 0,88 (4)
(ncomp)
p-valeur. 0,10 0,10 0,10
VIP>1,5 Neophaeosphaeria 1%} Entodinium
Polyplastron
Selbal AUROC 0,71 0,73 0,81
Global balance | Neophaeosphaeria Candida Entodinium
Wallemia Aspergillus Pleosporales/UG 5
Metadinium Cladosporium Metadinium
Pleosporales/UG 6 Metadinium
Trichomonascus
Cladosporium
ANOVA p-valeur Neophaeosphaeria** Candida* Entodinium**
Metadinium*

. p-valeur obtenue par un test de permutations basé sur la validation croisée (MVA.test) ; *p
<0,1; **p<0.05 aprés FDR ; UG=unknown genus

145




Groupes phénotypiques :

La PLS-DA impliquant les groupes phénotypiques n’a pas indiqué de discrimination
significative des groupes pRFI-c et pRFI+c (AUROC avec 7 composantes = 0,77 ; p=0,24)
apres que le test de permutations basé sur la validation croisée a été appliqué. Cependant les
deux genres ayant les plus fortes valeurs VIP, & savoir les genres Sporobolomyces et
Metadinium, ont également été selectionneés par la balance globale (AUROC=0,74)
discriminant les groupes phénotypiques, tous deux étant associés avec le groupe RFI+c (Figure
11.2.14).
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Figure 11.2.14 : Importance des genres eucaryotes dans la discrimination des groupes phénotypiques en
phase CONC estimée par leur VIP en PLS-DA (a gauche) et leur sélection dans la balance globale
(selbal) (a droite).

Les ANOVA menées sur les CLR des genres eucaryotes n’ont mis en €vidence aucune

différence significative entre les groupes phénotypiques.

Lorsque les analyses ont été menées separément pour chaque année de prélevements, on

retrouve, en 2020, le genre Entodinium, le plus associé au groupe pRFI-c quand les années

étaient analysées concomitamment par Selbal et, en 2018, le genre Metadinium le plus associé

au groupe pRFIl+c lors de I’analyse avec les échantillons des trois années par Selbal. Par

ailleurs, le genre Isotricha a été associé avec le groupe pRFI-c par Selbal a la fois sur les

échantillons de 2018 et 2020. En 2019, le genre Talaromyces a été associé au groupe pRFl+c a
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la fois en considérant les VIP de la PLS-DA dont le test de permutation a montré la
significativité, par le Selbal, et par I’analyse univariée (p=0,04) (Tableau I1.2.5). Lorsque toutes
les années étaient soumises ensemble au Selbal, ce genre était associé au groupe pRFI-c (Figure
11.2.14).

Tableau 11.2.5 : Résumé des analyses année par année des genres eucaryotes et de leurs liens avec les
groupes phénotypiques d’efficience alimentaire. Lorsque [’abondance relative d’un genre est plus
importante dans le groupe pRFI-c ou dans le groupe pRFI+c, ce genre est représenté en doré ou en
bleu respectivement.

Analyse Paramétre 2018 2019 2020
PLS-DA AUROC 0,79 (2) 0,84 (2) 0,95 (8)
(ncomp)
p-valeur.. 0,15 0,04 0,11
VIP>1,5 Isotricha Talaromyces Entodinium
Metadinium Saccharomyces
Selbal AUROC 0,71 0,76 0,83
Global balance | Isotricha Aspergillus Isotricha
Metadinium Heteromita Entodinium
Candida Saccharomyces
Talaromyces
ANOVA p-valeur %) Talaromyces** Entodinium**

L p-valeur obtenue par un test de permutations basé sur la validation croisée (MVA.test) ; *p <0,1;
**p<0.05 apres FDR.

Points communs entre les analyses menées sur les lignées et sur les groupes
phénotypiques :

Ainsi que mentionné dans 1’article précédent, lors de la phase CONC, les lignées génétiques et
les groupes phénotypiques se recoupent assez bien sans pour autant étre confondus. Ainsi 39
individus appartenant a la lignée rfi- ou a la lignée rfi+ ont été classés, a I’issue de la mesure de
leur RFI phénotypique, dans le groupe d’efficience alimentaire opposé. Cependant, on retrouve
dans la balance globale issue de la discrimination des groupes phénotypiques la plupart des
genres qui étaient également utilisés pour la discrimination des lignées, a savoir Xeromyces,
Metadinium et Cryptosporidium pour les animaux inefficients (rfi+/pRFl+c) et Neoascochyta
pour les animaux efficients (rfi-/pRFI-c).
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Phase MIX :
Apreés filtrage des genres présents dans au moins 20% des échantillons, deux PLS-DA ont été
réalisées pour discriminer les lignées génétiques (166 échantillons) ou les groupes

phénotypiques (107 échantillons) a partir de 31 genres eucaryotes.
Lignées :

La PLS-DA impliguant les lignées génétiques n’a pas mis en évidence de discrimination
significative (AUROC avec 3 composantes = 0,80 ; p=0,20) de celles-ci par les genres
eucaryotes. Quelques genres, cependant, se détachent par leur valeur VIP dans la
discrimination, a savoir le genre Cyllamyces (VIP=1,83), le genre Neophaeosphaeria
(VIP=1,50) et un genre inconnu de la famille des Trichostomatia. Ces trois genres sont
également sélectionnés par le Selbal pour discriminer les lignées (AUROC=0,78) et sont tous

associes a la lignée rfi- dans la balance (Figure 11.2.15).
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Figure 11.2.15 : Importance des genres eucaryotes dans la discrimination des lignées génétiques en
phase MIX estimée par leur VIP en PLS-DA (a gauche) et leur sélection dans la balance globale (Selbal)
(a droite).

Un seul genre, Cyllamyces, a présenté des abondances relatives différentes entre les lignées
aprés transformation CLR (p=0,01). Ce genre était présent dans tous les échantillons, a
I’exception d’un échantillon appartenant a un animal rfi+, ce qui renforce la confiance accordée
a I’ANOVA le faisant ressortir.
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Lorsque les analyses ont été menées separément, le genre Cyllamyces a pu étre identifié comme
associé a la lignée rfi- en 2019 par ANOVA et en 2019 et 2020 par Selbal. Par ailleurs, le genre
Dasytricha tendait a étre associé avec la lignée rfi+ par ANOVA (p=0,09) et était le premier
genre sélectionné par Selbal en 2018 et 2019 pour discriminer la lignée rfi+ en plus d’avoir une
VIP supérieure a 1,5 dans la PLS-DA en 2019 (Tableau 11.2.6).

Tableau 11.2.6 : Résumé des analyses année par année des genres eucaryotes et de leurs liens avec les
lignées génétiques d’efficience alimentaire lors de la phase MIX. Lorsque [’abondance relative d’un

genre est plus importante dans la lignée rfi- ou dans la lignée rfi+, ce genre est représenté en doré ou
en bleu respectivement.

Analyse Paramétre | 2018 2019 2020
PLS-DA AUROC | 0,96 (6) 0,93 (5) 1(14)
(ncomp)
p-valeurl | 0,17 0,23 0,33
VIP>1,5 Neocallimastigaceae/U | Cyllamyces %)
G 13 Dasytricha
Entodinium
Selbal AUROC | 0,89 0,88 0,83
Global Heteromita Neophaeosphaeria Piromyces
balance Eremoplastron Cyllamyces Cyllamyces
Trichostomatia/UG 8 | Vishniacozyma Pleosporaceae/
Neocallimastigaceae/ | Pleosporales Multiaffiliation 3
Orpinomyces Multiaffiliation 1
Neocallimastix Pleosporales/UG5
Diplodinium Gregarina
Trichostomatia/UG 10 | Dasytricha
Pleosporales/
Multiaffiliation 1
Trichostomatia/UG11
Neocallimastigaceae/
Multiaffiliation 7
Polyplastron
Entodinium
Dasytricha
ANOVA p-valeur Dasytricha* Cyllamyces* ]

. p-valeur obtenue par un test de permutations basé sur la validation croisée (MVA.test) ; *p

<0,1 ; **p<0.05 aprés FDR ; UG=unknown genus.
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Groupes phénotypiques :

La discrimination par PLS-DA des groupes phénotypiques n’a pas été significative d’apres le
test de permutation (AUROC avec 4 composantes =0,79 ; p=0,64). Cependant les deux
approches multivariées (PLS-DA et selbal) mettent en avant les mémes genres pour la
discrimination des groupes pRFI-w et pRFI+m, a savoir le genre Cladosporium et un genre
appartenant a 1’ordre des Pleosporales, tous deux associés avec les animaux inefficients et le
genre Orpinomyces appartenant a la famille des Neocallimastigaceae associé avec les animaux
efficients (Figure 11.2.16).
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Figure 11.2.16 : Importance des genres eucaryotes dans la discrimination des groupes phénotypiques
en phase MIX estimée par leur VIP en PLS-DA (a gauche) et leur sélection dans la balance globale
(selbal) (a droite).

En accord avec le manque de significativité de la discrimination par approche multivariée,
aucun genre n’était différemment abondant entre les deux groupes phénotypiques lorsqu’une

ANOVA a été réalisée.

Lorsque les années étaient traitées séparément, le test de permutation basé sur la validation
croisée rejetait les discriminations par PLS-DA mais ce rejet était probablement di a la petite
taille des jeux de données avec seulement 39, 41 et 26 animaux conservés en 2018, 2019 et
2020, respectivement, et un déséquilibre entre le nombre d’animaux pRFI-m et pRFI+m en 2018

et 2019 pouvant poser probléme lors des validations croisées.
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En revanche, les ANOVA ont, elles, mis en évidence des différences entre les groupes
phénotypiques (Tableau 11.2.7).
Tableau 11.2.7 : Résumé des analyses année par année des genres eucaryotes et de leurs liens avec les

groupes phénotypiques d’efficience alimentaire lors de la phase MIX. Lorsque [’abondance relative
d’un genre est plus importante dans le groupe pRFI-w ou dans le groupe pRFI+y, ce genre est

représenté en doré ou en bleu respectivement.

Analyse Paramétre 2018 2019 2020
PLS-DA AUROC 1 (10) 0,99 (11) 1(3)
(ncomp)
p-valeur.. 0,61 0,76 0,37
VIP>1,5 Cladosporium 0] 0]
Selbal AUROC 0,95 0,83 0,96
Global balance | Aspergillus UG 10 Orpinomyces
UG 6 Tritrichomonas Tritrichomonas
Plectosphaerella Multiaffiliation 1 Diploplastron
Mulitaffiliation 6 Sporobolomyces Polyplastron
Heteromita Entamoeba Sporobolomyces
Polyplastron Cladosporium Entodinium
Cyllamyces Diploplastron UG 11
Multiaffiliation 7
Entodinium
Multiaffiliation 5
Wallemia
Isotricha
Vishniacozyma
Cladosporium
ANOVA p-valeur Cladosporium** Dasytricha** uG 11*
Entodinium** Diploplastron**
UG 8* Cyllamyces**
Dasytricha* Mutltiaffiliation
Neocallimastix** 6**
Eremoplastron* Ophryoscolex **
UG 9* Multiaffiliation 7**
Entodinium**
Eremoplastron*
Piromyces*

L p-valeur obtenue par un test de permutations basé sur la validation croisée (MVA.test) ; *p <0,1;
**p<0.05 apres FDR.
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d) Discussion

Sur la base d’une analyse par observation microscopique et détermination morphologique des
populations de ciliés, Francisco et al. ont estimé 1’abondance de ciliés dans le rumen d’agneaux
a 1,35 x10%/mL, 86% de ceux-ci étant identifiés comme appartenant au genre Entodinium et le
reste étant majoritairement constitué d’Epidinium, d’Isotricha, de Diplodinium,
d’Ophryoscolex et de Polyplastron (Francisco et al., 2019). Ces résultats sont cohérents avec
les proportions obtenues par comptage ou séquencage chez d’autres espéces de ruminants
(Berber & Gurelli, 2019; Kisidayova et al., 2021; Shin et al., 2004). Les protozoaires identifiés
dans notre étude par séquengage de I’ARNr 18S appartenaient aux mémes genres a 1’exception
pres que, dans la base SILVA 138.1, les protozoaires appartenant au « genre Epidinium » sont
identifiés comme appartenant au genre Ophryoscolex. Par ailleurs, les populations de
champignons anaérobies dans le rumen d’ovins ont été estimées a un ordre de grandeur de 10*
10%/mL ce qui correspond aux proportions de champignons anaérobies et de procaryotes

obtenues a I’issue de nos séquengages (France et al., 1990; Lwin et al., 2011).

En phase CONC, un genre de protozoaire en particulier est ressorti en lien avec les lignées
génétiques et les groupes phénotypiques par le biais des différentes analyses. En effet, le genre
Metadinium a été sélectionné dans les balances globales a la fois pour discriminer la lignée rfi+
et le groupe pRFI+c et présentait dans chacune des PLS-DA une valeur VIP>1,5 témoignant de
son importance dans la discrimination. Lorsque les analyses étaient menées année par année, le
genre Metadinium était associé a la lignée rfi+ par selbal quelle que soit 1’année et avec le
groupe phénotypique pRFI+c en 2018. Ce genre est un genre trés minoritaire dont la prévalence
est, dans la plupart des études, similaire a celle retrouvée dans nos échantillons, a savoir 30-
40% et dont I’abondance relative est inférieure a 1% des séquences eucaryotes dans notre étude
et & 1% des ciliés dans la littérature (Berber & Girelli, 2019; Kisidayova et al., 2021). Au
contraire, Entodinium et Isotricha, les protozoaires majoritaires dans le rumen des agneaux
étaient plutét associés au groupe pRFI-c dans la balance globale et en particulier en 2018 et
2020. Ces résultats se rapprochent de ceux obtenus sur 48 taurillons de 3 races différentes
nourries avec un régime riche en concentrés (Zhang et al., 2020a). Cependant, bien que le genre
Entodinium ait eté associé aux animaux efficients dans leur étude, ce genre ne représentait
qu’une proportion assez faible des séquences affiliées aux protozoaires et le régime avait la
particularité de contenir du monensin dont on sait qu’il affecte la communauté bactérienne et
potentiellement, indirectement, la communauté de protozoaires. De la méme facon, une

abondance relative plus importante bien que non significative a été retrouvée chez les taurillons
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efficients (RFI < -0,5 SD) par rapport aux inefficients (RFI > 0,5 SD) nourris avec un regime
concentré contenant lui aussi du monensin (67% contre 81% des séquences de protozoaires,
p=0,19) (Clemmons et al., 2021). L’absence de significativité pourrait étre liée au manque de
puissance puisque 1’étude compare 14 animaux inefficients a 10 animaux efficients. Newbold
et al. ont suggéré a partir d’une expérience de défaunation-refaunation sur des ovins nourris
avec un régime mixte riche en amidon que les animaux non-défaunés présentaient une
diminution plus rapide du lactate ruminal infusé et une augmentation de la production d’AGV
et de la proportion de propionate (Newbold et al., 1986). Une autre hypothese pouvant expliquer
I’intérét des protozoaires, lorsqu’un régime riche en concentrés est distribué aux animaux, est
la capacité de ceux-ci a capturer des particules riches en amidon et en glucides solubles et a
prévenir une chute brutale du pH ruminal (Newbold et al., 2015).

Le genre fongique Sporobolomyces associé par selbal au groupe phénotypique pRFI+c et au
groupe phénotypique pRFI+m en 2019 et 2020 est un genre trés minoritaire (représentant moins
de 1% des séquences fongiques identifiées dans le rumen) et plutbt associé aux moisissures qui
poussent dans un environnement aérobie sur les végétaux. Il est possible que son abondance
relative plus importante, mais tout de méme faible, chez les animaux phénotypiquement

inefficients soit proportionnelle a la quantité d’aliments, en particulier de foin, ingérés.

En phase MIX, les multiples analyses discriminantes ont révélé 1I’importance du genre
Cladosporium, du genre Orpinomyces, particulierement abondant et prévalent dans les
prélévements automnaux et d’un genre non affilié de I’ordre des Pleosporales. Par ailleurs, le
selbal associe également le genre Cyllamyces appartenant a la famille des Neocallimastigaceae
ainsi que le genre Wallemia, une moisissure retrouvée en abondance plus importante dans le
rumen des animaux de la période automnale de 2018 aux animaux efficients. Lorsque les
analyses ont été menees séparément, le genre Wallemia a été associé au groupe pRFl+m en
2018. Les champignons identifiés dans le rumen peuvent avoir plusieurs origines : ils peuvent
s’étre multipliés dans le rumen dans des conditions anaérobies propres a leur survie, comme
pour les Neocallimastigaceae, ou provenir de I’aliment qui aurait été mal conservé et aurait
moisi. De trés rares études sont parvenues a identifier des différences de composition fongique
entre animaux efficients et inefficients. En particulier I’étude de Lopes et al. a montré qu’une
OTU appartenant au genre Orpinomyces était spécifique des zébus efficients quand les autres
OTUs du genre Orpinomyces étaient partagées et ne différaient pas en abondance relative tandis
que les animaux inefficients etaient seuls a présenter des OTUs appartenant au genre

Neocallimastix (Lopes et al., 2019). Ces résultats, cohérents avec ceux obtenus lors des

153



prélevements de la phase MIX de notre étude ont été obtenus sous un régime mixte a dominante
de concentrés. Aucune étude n’a reporté d’association particuliére entre le genre Cyllamyces et
I’efficience alimentaire. Les champignons anaérobies produisent des enzymes qui leur
permettent de dégrader les glucides pariétaux ainsi et sont capables de coloniser les particules
végétales grace a leurs rhizoides (Akin & Borneman, 1990). Une amélioration de la
dégradabilité de la matiére organique d’une ration riche en glucides pariétaux est obtenue par
addition de Neocallimastigaceae in vitro et quelques études pointent une amélioration de la
digestibilité de la matiére organique et de 1’efficience alimentaire chez des animaux nourris
avec un régime riche en fourrages et supplémentés par des champignons anaérobies comme
Orpinomyces sp ou Piromyces sp in vivo (Paul et al., 2004; Puniya et al., 2015; Tripathi et al.,
2007). De ce fait, une part de la variabilité de 1’efficience alimentaire sous un régime mixte

pourrait provenir des différences de communautés fongiques dans le rumen.

e)  Conclusion

En conclusion il semble que les liens entre communauté eucaryote et efficience alimentaire
varient en fonction du régime avec un impact plus important des populations de protozoaires
au régime CONC et des champignons au régime MIX. En particulier, le genre Metadinium a
été rapporté comme plus prévalent chez les animaux inefficients en phase CONC et son
abondance relative était, de fait, plus faible en moyenne dans ce groupe d’animaux tandis qu’en
phase MIX, des champignons anaérobies appartenant a la famille des Neocallimastigaceae

étaient conservés dans la balance discriminant les animaux efficients des inefficients.
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Chapitre 3. Le profil en Acides Gras Longs du rumen est-
il lié aux phénotypes d’ingestion, de croissance et

d’efficience alimentaire chez les ovins Romane males ?

Objectifs :

L’objectif de ce chapitre est d’évaluer les liens, peu étudiés dans la littérature, entre le profil en
acides gras longs du rumen et les paramétres d’ingestion, de croissance et d’efficience
alimentaire chez les ovins males de race Romane sélectionnés pour leur efficience ou

inefficience alimentaire.

Les travaux présentés dans ce chapitre ont fait 1’objet d’un poster présenté au congres de
1’ Association Européenne de Productions Animales (EAAP) en 2022 a Porto (Chapitre 3.2)

ainsi que de la rédaction d’un article présenté dans les pages suivantes.

Conclusions :

Contrairement aux conclusions avancées par les rares travaux ayant étudié les liens entre AG
longs ruminaux et efficience alimentaire, aucune différence différence de profil d’AG, que cela
soit pour les intermédiaires de biohydrogénation ou les AG issus de synthese microbienne n’a
été mise en évidence entre animaux efficients et inefficients. Les animaux efficients avaient,
tout de méme, une abondance relative de 16 :1cis9 plus faible que les inefficients en phase
CONC. En revanche, de fortes corrélations entre AG et genres microbiens ont été révélées, en

particulier en phase CONC.
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1. Associations entre les profils des acides gras longs

ruminaux et ’efficience alimentaire.

Long-chain fatty acid profiles do not differ in Romane

lambs selected for high and low residual feed intake.

1.Introduction

In the current ecological and sociological context, livestock production has to improve
its sustainability. One way of doing so is by increasing feed efficiency and therefore
reducing farm costs and negative impacts on the environment (Herrero et al., 2013).
Overall, mechanisms underlying feed efficiency are still unknown even though it is
quite widely accepted that no single phenomenon can be responsible for the variation
in feed efficiency. Several hypotheses have been put forward , both involving animals’
digestion, metabolism and activity (Herd et al., 2004). Due to the particularity of
ruminants’ digestion, the rumen and its microbiota have been the focus of many
studies. Most of them linked bacterial beta-diversity in the rumen or relative
abundances of specific microorganisms and feed efficiency (Perea et al., 2017). Some
of them also explored the links between microbial fermentative products, such as
Volatile Fatty Acids (VFA), and feed efficiency (Arce-Recinos et al., 2022a; Ellison et
al., 2017).

Very few studies linked rumen long-chain fatty acids (FA) or biohydrogenation
patterns and feed efficiency either in dairy sheep (Toral et al., 2021) or steers
(Artegoitia et al, 2017). Biohydrogenation (BH) is the process by which
microorganisms hydrogenate unsaturated fatty acids that could be harmful for them
(Enjalbert et al., 2017; Lourengo et al., 2010). This process results in the more or less
complete saturation of unsaturated fatty acid yielding multiple intermediates, in
particular trans-containining intermediates such as conjugated fatty acids (Lee &
Jenkins, 2011). Rumenic acid (C18:2 c9,t11) which is the major conjugated fatty acid in
ruminants meat has been associated with anti-carcinogenic and anti-inflammatory
properties (Lee et al., 2005). Moreover, an increase in C18:1t10, also called trans-10 shift
has been associated with an increase in adipose tissue deposition and a decrease in
c9t11-CLA (Bessa et al., 2015). Thus, in addition to potential effects on feed efficiency,
biohydrogenation is linked with animals” body composition and nutritional properties
of ruminants” meat. To our knowledge, no study has been led, linking rumen FA and
feed efficiency in meat sheep. In the rumen, FA can either be issued from lipolysis of
esterified plant lipids and subsequent transformations such as BH or microbial
synthesis from VFA resulting in microbial lipids or secondary products such as odd
and branched-chain fatty acids or fatty aldehydes.
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The purpose of this study was to identify the differences in long-chain FA profiles in
animals considered efficient or inefficient either according to divergent selection for
feed efficiency or considering their actual feed efficiency phenotypes.

2. Material and methods
2.1 Animals

Since 2015, a divergent genetic selection on RFI has been led at the INRAE
experimental unit P3R in Bourges (https://doi.org/10.15454/1.5483259352597417E12).
The divergent selection has been described elsewhere (Tortereau et al., 2020) but, in
short, every year, male lambs were phenotyped during a 6-week feeding intake trial
during which their feed intake of a 100% concentrate diet was registered every day
and averaged to calculate their residual feed intake. PEST software was used to
estimate their breeding value for RFI. Extreme animals (based on the breeding value)
were kept as sires to initiate the divergent lines subsequently renewed by selecting the
most efficient sires in the rfi- line (efficient animals) and the least efficient in the rfi+
line (inefficient animals). A total of 277 lambs belonging to the 2nd (n=103) and 3rd
(n=174) generations of divergent selection were bred in respectively 6, 5 and 4 pens in
2018 (the 103 lambs of the 2nd generation), 2019 (101 of the 3rd generation) and 2020
(73 lambs of the 3rd generation), respectively, and phenotyped under the same ad
libitum diet used for selection (CONC phase). Groups were constituted based on the
lambs” body weights at the beginning of the adaptation period (i.e when lambs were
107£12 days of age).

Animals with the most extreme breeding values were kept for a second phase during
which they were fed a mixed ration containing two thirds of orchard hay and one third
of concentrate (MIX phase). In 2018, this ration was distributed as a TMR through two
automatic forage feeders while in 2019 and 2020 forage and concentrate were
distributed separately allowing a better estimation of each constituent’s consumption.
The diet was calculated to enable a growth of 125g/day according to INRA standards
(INRA, 2018) and in 2019 and 2020 the concentrate consumption was limited to
700g/day to match animals’ requirements and the consumption animals from 2018
had. This second phase was carried out in two separate phases (summer and fall) due
to the availability of forage feeders. In the summer (29 animals in 2018, 36 in 2019),
animals were 204+7 days old and in the fall (29 animals in 2018, 35 in 2019, 38 in 2020),
they were 263+18 days old.

During the MIX phase, animals were housed in two pens per period with a density of
tifteen animals per pen per period in 2018 and twenty in 2019 and 2020. Animals were
housed on litter chips to avoid straw consumption that would falsify the measured
feed intake.
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2.2 RFI calculation and group attribution

C and M subscripts will be used throughout this study to describe phenotypes and
features associated with the CONC and the MIX phases respectively.During, the
CONC phase, RFIc was calculated using a multiple linear regression of Average Daily
Feed Intake (ADFIc) on End-Phase Metabolic Weight (E-MWc), Average Daily Gain
(ADGc) and body composition parameters (Back Fat Thickness (BFTc) and longissimus
dorsi Muscle Depth (MDc)) measured by ultrasound at the end of the trial (1). ADFI
was determined as the mean of daily cumulative feed intake during the six-week
period. To compensate for the difference in growth status and climate between the
summer and the fall periods of the MIX phase, a period effect was added to the RFI
calculation model during this phase (2).

(1) ADFIc,i = u +B1(E-Wc,i)0.75 + B2ADGc,i + B3MDc,i + B4BFTc,i + RFlIc,i
(2) ADFIu,i = pt + BL(E-W,i)0.75 + B2ADGm,i + B3MDa,i + B4BFTw,i + Periodvi+
RFIw,i

Phenotypic RFI (pRFI) groups were constituted in phase CONC and phase MIX by
keeping animals having a RFI (RFIc or RFIm) higher than 0.5 SD or lower than -0.5 SD.
Phenotypic groups will be written down as pRFI+ and pRFI- for extreme inefficient
and efficient animals respectively, using the same subscripts as for other phenotypes
to differentiate phase CONC and phase MIX.

2.3 Diet

During CONC phase, the diet consisted in a 100% concentrate custom-made by
SOREAL Nutrition Animale (Vonnas, France) that contained beet pulp, wheat bran,
barley grain, corn, rapeseed meal, sunflower meal and pelleted lucerne (905 gDM/kg,
17.3% crude protein, 14.9% crude fiber and 1.9% crude fat in 2018, 888 gDM/kg, 17.7%
crude protein, 14.7% crude fiber and 3.4% crude fat in 2019 and 883 gDM/kg, 17.6%
crude protein, 14.5% crude fiber and 2.5% crude fat in 2020, on a DM basis). During
the MIX phase, the diet consisted in a mixed ration with approximately two thirds of
orchard hay and one third of a second concentrate from SOREAL Nutrition Animale
(Vonnas, France) made up of wheat, barley, wheat bran and rapeseed meal
(883gDM/kg, 20% crude protein, 11% crude fiber, 4% crude fat on DM basis). Chemical
composition of orchard hay used in each phase was summed in Tableau 11.3.1.
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Tableau 11.3.1 : Chemical composition of orchard hay used in the different periods of the MIX phase.

MIX 2018 | MIX 19 Summer | MIX 2019 Fall | MIX 2020
DM (g/kg) 914 914 916 900
Crude Proteins (%9 DM)* 6.5 8.6 6.7 9.4
Crude Fiber (%DM)* 37.3 35.5 35.6 38.9
Crude Fat (%DM) * 1.7 1.8 1.8 1.7

*Chemical composition of feed was determined according to the Association of
Official Analytical procedures (Association of Official Analytical Chemists, 1998).

2.4 Sampling

277 and 167 animals were sampled respectively during the CONC phase and the MIX
phase. Feeders were stopped the night prior to the sampling resulting in at least ten to
eleven hours of fasting and the drinking devices were stopped two hours before the
sampling started to avoid an excessive dilution of ruminal content. However, during
the CONC phase of 2019 and the Fall period of the MIX phase of 2018, the automatic
feeders were not successfully stopped and animals had access to the feed until the
beginning of the sampling.

Rumen fluid was sampled using a medical gastric probe and a vacuum pump. It was
then transferred to several tubes for further analyses. For microbiota analyses, rumen
fluid was transferred into 2mL microtubes, immediately frozen into liquid nitrogen
before being relocated into a -80°C freezer for conservation. For FA analyses it was
transferred to 60mL propylene straight tubes before being transferred to a -20°C
freezer. Samples were freeze-dried before subsequent analysis.

2.5 Long-chain fatty acid

2.5.1 Gas chromatography

Method for measuring the concentration of FA in the rumen content was adapted from
Alves et al. 2013 (Alves et al., 2013). Briefly, 250mg of freeze-dried rumen content was
weighed and introduced into incubation tubes capped tightly with teflon caps. Then,
1mL of dry toluen and 1ml of Img/ml nonadecanoic acid (C19:0) in hexane used as an
internal standard were added to the tubes that were left for 10min to sonicate in an
ultrasound bath. Afterwards, 2mL of 0.5M sodium methoxide in methanol was added
and the tubes were vortexed for 10s before being put into a 50°C water bath for 15min.
They were then left to cool down to room temperature and 3ml of 1,25M HCI in
methanol was added to the tubes berfore they were vortexed for 10s and incubated for
20min in a 80°C water bath with 40rpm translational agitation. After cooling down to
room temperature, 2ml of aqueous 6% K2CO3 was added slowly to the tubes. Then
2ml of n-hexane with 25mg/L of Butylated hydroxyl-toluen (BHT), were added and
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the tubes were vortexed for 10s and centrifuged for 5min. Supernatant was collected
from the tubes and placed into a new incubation tube containing around 0.5mg
anhydrous sodium sulfate, then 2ml of n-hexane with BHT was added once again to
the first tube before it was vortexed and centrifuged the same way as previously
described. Supernatant was taken from the tube and added to the same new incubation
tube that was then centrifuged for 5min. Liquid from this tube was transferred to a
new incubation tube and the hexane content was evaporated in a stream of nitrogen
(N2) at 37°C. After evaporation of the hexane, the content of the tube was dissolved
into 1ml of hexane and transferred to a chromatography vial.

Fatty acids methyl esters (FAME) were then analysed using a Shimadzu GC 2010 Plus
gas chromatograph (Shimadzu, Kyoto, Japan) equipped with a flame-ionization
detector. Injection temperature was 250°C and helium was used a carrier gas at a flow
rate of Iml/min. The initial oven temperature of 50°C was held for 1min, increased at
50°C/min to 150°C and held for 20 min, increased at 1°C/min to 190°C, then increased
at 2°C/ min to 220°C and held for 40 min. The split ratio that was used ranged from
50:1 to 100:1 depending on the initial concentration of the samples.

Identification of the FAME was performed by comparing sample peak retention times
to those of FAME standard mixtures (Sigma, St.Louis, MO, United States of America).
Peaks that could not be identified with the mixtures were analyzed using gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS).

Each concentrate and forage distributed from 2018 to 2020 was analysed in the same
way as rumen samples in order to determine their lipid profile.

2.5.2 Bacterial and archaeal profiles

Bacteria and archaea profiles were obtained by sequencing of the 165STRNA gene after
DNA extraction and resulting Operational Taxonomy Unit (OTU) were affiliated using
SILVA 132 database. The whole procedure and bioinformatics treatment is described
in Touitou (Chapitre 2.1).
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2.5.3 Data transformation

FAME that were identified were subsequently expressed as a composition i.e. as
percentages, the sum of which equal to 1. This allows to compare samples which may
differ in terms of total FA solely based on their profile. When peaks were too small to
be quantified it resulted in below detection limit zeros which were transformed using
Geometric Bayesian Multiplicative (GBM) replacement in order to allow the use of
Centered-Log-Ratio (CLR) transformation. Microbial profiles were also expressed as
compositions, and after filtering on prevalence as described in Touitou et al. (Chapitre
2.1), the same procedure was applied to them.

2.6 Statistics

2.6.1 Exploratory multivariate analyses

Firstly, Principal Component Analysis (PCA) was used to initiate dimensionality
reduction of both CONC and MIX fatty acid datasets constituted of 70 variables and
275 and 167 samples respectively. There is no clear consensus on how to select the
optimal number of components to take into account in PCA but several approaches
can be found in the literature. Ideally, we want the explained variance to be the highest
it can be while keeping the number of components as low as possible. We decided to
keep the lowest number of components that allowed to keep 95% of the cumulative
variance or did not improve the amount of variation explained by more than 5%, if the
number of components would happen to be larger than a tenth of the number of
variables. Then, a t-Distributed Stochastic Neighor Embedding (t-SNE) was performed
with a number of iterations set to 1000 to minimize calculation time while still reaching
convergence and with a perplexity empirically set to square root of the sample size ,
which is consistent with the initial article from van der Maatens (van der Maaten &
Hinton, 2008) and with the empirical approach developed by Oskolkov (Oskolkov,
2019). This allowed for the identification of strong grouping effects that will be taken
into account in subsequent analyses such as the diet or the year and period effects.

2.6.2 Multivariate discriminant analyses

Partial Least-Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) were applied separately to the
CONC and the MIX datasets. To account for other experimental factors such as the
pen, the fact that the feeder was stopped prior to sampling or not (hereafter called
feeder effect) and the period for MIX phase, PLS-DA was applied on the residuals of
the following models:

(1) (CONCQ): CLR (FAi) ~ u + year + pen%in‘%year + feeder_effet + resid(CLR(FA))
(2) (MIX): CLR (FAi) ~ u +year + pen%in%period + feeder_effet + period%in%year
+ resid(CLR(FA)))
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Both genetic lines (rfi+ and rfi-) and phenotypic efficiency groups (pRFI+ and pRFI-)
were used as dichotomous dependent variables for PLS-DA.

Similar PLS-DAs were also applied to each of the periods inside each year to try and
identify potential differences in ruminal fatty acid profiles either between genetic lines
or between phenotypic efficiency groups. In these analyses, the year and feeder effect
were removed from the correction models.

In each PLS-DA analysis, the optimal number of components was determined by
maximizing the Area Under the Receiver Operating Curve (AUROC) and a
subsequent permutation significance test based on cross-validation using
RVAideMemoire package in R was performed to assess the quality of the
discrimination. Selection of most discriminatory components was performed using
selbal package in R (Rivera-Pinto et al., 2018). Selbal relies on compositional balances
and starts by finding the two-component balance that is the most closely associated
with a dichotomous response and adds new components until no additional variable
improves the optimization parameter.

2.6.3 Univariate analyses

Analysis of Variance (ANOVA) was performed separately between diets based on the
two following models:

(CONCQ): CLR (FAi) ~ u + year + pen%in%year + feeder_effect + GOI + &

(MIX): CLR (FAi) ~ u + year + pen‘%in%period + feeder_effect + GOI + period %in%year
t+ &

Fatty acids were used as dependent variables and year, pen and period in the MIX
phase were used as fixed effects. Lines and Phenotypic groups were the two
explanatory groups of interest (GOI) and p-values for these groups were adjusted for
False Discovery Rate (FDR) before interpretation.

2.7 Associations between fatty acids and microbial genera

Sequencing and FA datasets were corrected for undesirable environmental effects
applying equations (1) and (2) to the CONC and MIX datasets respectively. Then a
sparse-PLS was applied to select the optimal number of components and genera to
keep in order to highlight the strongest links between microbial genera and FA.

Due to the lack of consistency in microbial genera identified in the different periods,
evidenced by Touitou et al. (Chapitre 2.1) on the same data, Pearson correlations
between microbial genera and FA were performed separately for each period inside
each year and phase. For each period, microbial genera were filtered with a 20%
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prevalence threshold and GBM replacement of zeros and CLR-transformation were
applied. Both FA data and microbial date were corrected for pen effect.

3. Results
3.1 Overall description of Fatty Acid Profiles data

The main fatty acids identified in the feed were palmitic acid (C16:0), stearic acid
(C18:0) and oleic acid (C18:1cis9), the latter being relatively more abundant in
concentrates than in forages. Similarly, concentrates had higher proportions of Linoleic
Acid (LA, C18:2 n-6) while forages had higher proportions of alpha-linolenic acid
(ALA, C18:3 n-3) and of two long-chain aldehydes (Aldehyde-C26:0 and Aldehyde
C28:0) (Tableau 11.3.2).

Tableau 11.3.2 : Fatty acid composition of concentrates and forages from CONC and MIX phases

obtained through gas chromatography analysis.

:Cait:l’/'al 4o | CONC i/gnxcelj CONC iﬁieli CONC ZI)LXC;? MIX 18 | MIX19 | MIX 20
18 19 20 forage forage forage
hyde trate trate trate
C14:0 042 | 034 | 026 | 011 | 014 | 021 | 056 0.61 0.43
C16:0 323 | 2173 | 2591 | 2142 | 1894 | 1917 | 2617 | 1823 | 19.93
C16:1t3 0 0 0 0 0 0 2.78 0.88 1.09
C16:1c9 | 068 | 093 | 04 | 155 | 1 0.21 0 0 0
C18:0 802 | 494 | 514 | 402 | 219 | 185 | 583 513 5.48
C18:1c9 | 32.76 | 34.83 | 2948 | 25.06 | 2253 | 199 | 5.28 5.73 6.09
C18:1c11 | 208 | 279 | 199 | 233 | 248 | 121 | 041 0.68 0.59
C18:2n-6 | 19.34 | 29/37 | 31.91 | 39.51 | 47.68 | 5177 | 14.1 1155 | 1434
C20:0 061 | 052 | 045 | 037 | 019 | 027 | 096 1.85 2.11
C183n-3 | 159 | 267 | 28 | 325 | 333 | 41 | 3082 | 1744 | 20.69
C20:1 0.64 | 062 | 056 | 032 | 061 | 059 0 0 0
C22:0 059 | 053 | 047 | 063 | 029 | 026 | 127 1.14 1.26
C24:0 062 | 049 | 044 | 089 | 042 | 025 | 391 1.78 2.14
il;ghyde 0 0 0 0 0 0 3.1 2142 | 14.92
C26:0 035 | 024 | 02 | 052 | 022 | 021 | 1.63 198 4,14
i:lghyde 0 0 0 0 0 0 1.65 5.41 4.08
C28:0 0 0 0 0 0 0 1.51 3.16 2.70
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PCA was applied to data after GBM/CLR transformation and clearly separated
samples from the CONC phase and samples from the MIX phase, the latter having a
higher relative abundance of forage-derived aldehyde C26 and C26:0 and the former
having a higher trans,C18:1 intermediates relative abundances, particularly that of
trans10, C18:1 (Figure 1l 3.S1). Samples from MIX phase also had significantly lower
concentrations of FA (p <2.2 x10) than samples from CONC phase (34.3 mg/gDM and
51.3 mg/gDM, respectively). The first two components of the PCA explained 46% of
the CLR-transformed dataset variance and less than 5% of the variance was added
when a sixth component was added, so five components were kept as initial
dimensionality reduction parameter. T-SNE (perplexity=20, initial dimensions=10,
final dimensions =2) highlighted three different groups corresponding to each year in
phase CONC and tended to separate MIX samples into five clusters corresponding to
each of the periods of experiment (SeasonxYear) in phase MIX (Figure 11.3.1).
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Figure 11.3.1 : T-Stochastic Neighbor Embedding illustrating diet and year effects on fatty acid
profiles.
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3.2 Fatty Acid Profiles and Feed Efficiency

3.2.1 CONC phase

During CONC phase, a majority of the FA retrieved from rumen samples were
saturated fatty acids (SFA). In particular, 34.8% of the identified FA were C18:0 and
16.5% were C16:0 (Figure 11.3.2). A large proportion of the other FA were trans-C18:1,
the most abundant of them being C18:1 trans10 that represented 12.7% of the total FA
and half of the trans-C18:1. Notable differences with the FA profile of the feed were a
decrease in oleic acid, LA and ALA relative abundances and an increase in the share
of C18:0 as well as the apparition of odd- and branched-chain fatty acids (OBCFA) and
dimethylacetals which are products of microbial metabolism.

Others
3,9%

ALA C18:3c9t11c15
1,0% 0,2%

Even SFA

/ 5,7%

Other C18:2 isomers
0,8%

CLA/

0,6%
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C18:1 cis
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55,3%

Figure 11.3.2 : Fatty acid (FA) profile in phase CONC : A. Proportions of the main saturated FA ; B. Other FA
identified by gas chromatography grouped by categories: OBCFA = Odd and Branched-Chain Fatty Acids, Even
SFA = Even Saturated Fatty Acids other than C16:0 and C18:0, LA = Linoleic Acid, CLA = Conjugated Linoleic
Acids, ALA = Alpha Linolenic Acid, DMA = Dimethylacetals issued from methylation of aldehydes, Others =
Phytanoic acid, C20:1, C24:1, oxo-C18:0, cyclo-C17:0.
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When PLS-DA was applied to CONC data to discriminate genetic lines the best model
according to AUROC kept 9 components (AUROC=0.79) and showed poor and non-
significant discrimination (according to MVA permutation test: p=0.40). Nine fatty
acids were highlighted by selbal to best discriminate lines ((AUROC=0.65), one of them
being one of the only two fatty acids with VIP values higher than 1.5 on PLS-DA,
namely C16:1c9 associated with line rfi+. The other fatty acid associated with line rfi+
was ALA while unconjugated C18:2 were associated with line rfi- in the balances as
well as C18:1c11, iC18:0 and C14:0 (Figure 11.3.3A&B). No fatty acid was differentially
abundant between genetic lines when univariate analyses were conducted.

When PLS-DA was applied to discriminate phenotypic groups, discrimination was
even worse (AUROC with 14 components = 0.81, p=0.90). Selection of balances
(AUROC=0.66) resulted in C16:1c9 being the only fatty acid associated with pRFI+c
group and C13:0, C18:1c11 and C25:0 being associated with pRFI-c group. VIP values
higher than 1.5 on the fourteenth component highlighted the importance of the co-
eluted C18:2t10c15/C18:2t11c15 associated with pRFI+ according to the loadings of the
PLS-DA while C16:1c9 was the main fatty acid associated with pRFI+c on the first
component but had a VIP value equal to 1.24 when the 14 components were considered
(Figure 11.3.3C&D).
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Figure 11.3.3 : Best FA to discriminate lines using either selbal (A) or Variable Importance in Projection
(VIP) of the best PLS-DA (B) and best FA to discriminate phenotypic efficiency groups using either
selbal (C) or VIP (D) in phase CONC.
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When analyses were conducted year by year, C16:1c9 was consistently associated with
inefficient animals in the global balance throughout the years since it was associated
with line rfi+ in 2018 CONC samples and pRFI+c in 2019 and 2020 samples. Lauric acid
(C12:0) was associated with pRFI-c in the balances resulting from 2018 and 2019
samples while C18:0 was associated with line rfi+ in 2019 and pRFI+c group in 2020,
but showed poor VIP values in the PLS-DA. Besides being associated with pRFI-c
group in 2019 and 2020, C24:0 also had high VIP values in the PLS-DA discriminating
phenotypic groups these years (1.22 and 1.40, respectively). Overall, out of the 32 fatty
acids that were associated with either one line or one phenotypic group, very few were
consistently associated twice or more with efficient or inefficient animals and selbal
and PLS-DA VIP values did not agree on many associations (Tableau 11.3.3).

Tableau 11.3.3 : Summary of multivariate analyses discriminating genetic lines (L) or phenotypic
efficiency groups (P) in both CONC and MIX phase. When associated with either line rfi- or pRFI-
groups by selbal the FA is highlighted in gold; when associated with either line rfi+ or pRFI+ group by
selbal the FA is highlighted in blue. Values in highlighted boxes are the VIP values for each FA in the
best PLS-DA model.

CONC phase MIX phase

2018 2019 2020 2018 2019 2020

L p L P L P L P L P L

N° of samples 102 | 63 | 101 | 67 | 73 | 50 | 58 | 39 | 71 42 | 38

26

N° of PLS-DA
components | 14 9 15 8 7 7 6 3 6 6 3

AUROC of PLS-
DA 096 | 1 099 | 1 1 1 1 1 [099] 1 1

p-value § 0.81

C12:0

DMA-iC14:0

C13:0
DMA-C14:0
DMA-iC15:0

DMA-aC15:0

C14:0

DMA-C15:0 0.91

iC15:0

aC15:0

DMA-iC16:0

C15:0

DMA-C16:0

iC16:0

C16:0

DMA-C17:0
C16:1t3/c7
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cl16:1c9

Phytanoate

C17:0

DMA-C18:0

iC18:0

DMA-C18:1c¢9

DMA-C18:1c11

C18:0

DMA-C17:1

C18:1t4

C18:1t12

C18:1¢9/t13/t14

C18:1cl1

C18:1c13

C18:1c15

C18:2c9t12

C18:1c16

C18:2t9¢12

C18:2t10c15/t11c15

C18:2n-6

C20:0

C18:3n-3

CLA-c9t11

CLA-ct

C18:3c9t11c15

C22:0

C23:0

C24:0

C24:1

C25:0

DMA-C26:0

C26:0

oxo0-C18:0

DMA-C28:0

AUROC of selbal

0.75

0.86

0.78

0.80

0.77

0.91

-

091 [0.95 |0.93

0.81 10.92 |0.89

4Determined by maximizing AUROC, ip-value resulting from a permutation test on cross-

validation.
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When applied to evaluate the associations between microbial genera and FA, sPLS
using mixOmics package in R resulted in keeping 2 components and 75 and 10 genera
on the first and second component respectively. Loadings on the two components of
the sPLS are presented in Figure 11.3.4 with a 0.2 threshold on absolute loading values.
Among biohydrogenation intermediates of C18 feed FA, C18:2t10c15/C18:2t11c15,
C18:1t10 and C18:1c15 were associated with Prevotella 7, Acidaminococcus, Dialister and
Megasphaera on comp 1 and with Lachnospiraceae ND3007 group, Anaeroplasma,
Pseudobutyrivibrio and Lachnospiraceae NK3A20 group on comp2 while microbial FA
such as acl7:0 or DMA-aC15:0, saturated FA and C18:1t11 were associated with
Ruminococcaceae NK4A214 group, Selenomonas 1, Prevotella 1, Christensenellaceae R7 group
and Anaerovibrio (Figure 11.3.4).
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Figure 11.3.4 : Main relationships between rumen microbial genera and rumen fatty acids in phase CONC evidenced
by a sparse PLS approach.
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Correlations between microbial genera and fatty acids were then calculated separately
for each year. Genera which correlated the most with fatty acids year by year were
often genera that had been identified in all or nearly all samples in each and every year
and hence are consistent with sPLS results. For instance, Prevotella 7 was negatively
correlated with C16:0 (r=-0.70, p=2.0x 10%%; r=-0.72, p= 2.0x 10'5; r=-0.78, p=3.2x 104
, in 2018, 2019 and 2020 respectively) and positively correlated with C18:1t10 (r =0.55,
p= 6.3 x10% ; r=0.69, p= 1.9x 10® and r=0.71, p= 1.6x 102 in 2018, 2019 and 2020
respectively). On the other hand, genus Ruminococcaceae NK4A214 group was
consistently positively correlated with C18:0 and negatively correlated with trans 10
intermediates of ALA biohydrogenation (Figure 11.3.5). Rikenellaceae RC9 group was
positively correlated with C16:0 in 2018 (r=0.67, p=1.3 x10'?) and 2019 (r=0.71, p="7.7x
10%) while Prevotella 9, identified as one of the genera associated with line rfi+ and
pRFI+c in the CONC phase of 2020 (Chapitre 2.1) was positively correlated with
C16:1c9 (r=0.69, p=9.3x10?), C18:1c11 (r=0.71, p=1.3 x10-2) and C18:1t10 (r=0.47, p=3.2
x 10-°) and negatively with C16:0 (r=-0.70, 8.5 x10'2). Prevotella 9 behave the same way
as Prevotella 7, both evolving in the opposite direction as Prevotella 1 did (Figure 11.3.5).
Interestingly, in 2020, Dialister was strongly correlated with oxo-C18:0 (r=0.70,
p=7.3x10"1%). Associations with C18:1t10, C18:1c11 or C16:1c9 were often opposite to
associations with DMA and OBCFA (Figure 11.3.S1).
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The main associations between rumen prokaryotic genera and microbial lipids
involved Anaerovibrio, Selenomonas 1, Saccharofermentans and Treponema 2 mainly
correlated with DMA iC14:0 and DMA aC15:0 and Anaerovibrio, Christensenellaceae R7
group and Rikenellaceae RC9 group correlated with aC17:0 (Figure 11.3.6). Only positive
correlations higher than 0.6 are represented on Figure 11.3.6 since negative correlations
cannot be properly interpreted when dealing with FA that are synthetized in the
rumen.
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Figure 11.3.6 : Summary of the main correlations between rumen prokaryotic genera and
microbial lipids (DMA and OBCFA) during the CONC phase.

3.2.2 MIX phase

During MIX phase, 39.7% of the identified lipids were C18:0 and 19.4% were C16:0 and
relative concentrations of ALA and C18:3c9t11cl15 were low (0.5% and 0.08%,
respectively) despite the forage being rich in ALA (17.5-30.8% of identified fatty acids
and aldehydes depending on the year) (Figure 11.3.7).
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Figure 11.3.7 : Fatty acid (FA) profile in phase MIX : A. Proportions of the main saturated FA ;
B. Other FA identified by gas chromatography grouped by categories: OBCFA = Odd and
Branched-Chain Fatty Acids, Even SFA = Even Saturated Fatty Acids other than C16:0 and
C18:0, LA = Linoleic Acid, CLA = Conjugated Linoleic Acids, ALA = Alpha Linolenic Acid,
DMA = Dimethylacetals issued from methylation of aldehydes, DMA C26:0 and 28:0 deriving
from Dactylis aldehydes, Others = Phytanoic acid, C20:1, C24:1, oxo-C18:0, cyclo-C17:0.

When PLS-DA was applied to MIX FA dataset to discriminate genetic lines the best
model according to AUROC kept 8 components (AUROC=0.87) and showed poor and
non-significant discrimination (according to MVA permutation test: p=0.61). The best
balance identified by selbal (AUROC = 0.74) was between 11 FA associated with line
rfi- and 9 associated with line rfi+ but it showed low consistency with VIP values from
PLS-DA (Figures I1.3.8A and 8B).

None of the selected FA was differentially abundant between lines when univariate
analyses were conducted.

However, when PLS-DA was applied to discriminate phenotypic groups,
discrimination was better (AUROC with 8 components = 0.99, p=0.06). Three FA had
VIP values higher than 1.5 when the 8 components were considered, with DMA-C16:0
and DMA-C26:0 being associated with pRFI+m and C18:1c16 with pRFI-v group, and
they were the three most important FA in the selection of balances (AUROC = 0.83)
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that resulted in 7 FA and aldehydes being associated with pRFI+ group and 6 with
pRFI- group.
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Figure 11.3.8 : Best FA to discriminate lines using either selbal (A) or Variable Importance in Projection
(VIP) of the best PLS-DA (B) and best FA to discriminate phenotypic efficiency groups using either
selbal (C) or VIP (D) in phase MIX.

When sPLS was applied to CLR-transformed and corrected FA and CLR-transformed
and corrected microbial genera in phase MIX, 2 components and 180 and 10 genera on
the first and second component respectively were kept. It worth noting that both
QQ%total and individual FA Q? were too low for any component to be kept. The
resulting sPLS did not highlight any strong correlation between microbial genera and
fatty acids, the strongest negative correlations between Treponema 2 and C15:0 and
iC16:0 (Figure 11.3.9).
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Figure 11.3.9 : PLS loadings and network evaluating the structure od associations between
phenotypes and fatty acids variables. The cutoff threshold was set to 0.25 to extract relevant
associations.

When samples from different years were treated separately, CLR-transformed FA, that
were corrected for pen and period effects before analyses, showed low consistency in
discriminating lines or phenotypes. Only C18:2t9c12 was associated with pRFI+m both
in 2019 and 2020 and even though it was not differentially abundant between
phenotypes in either of these years it was slightly correlated to phenotypic RFIm
(r=0.20, p=0.0080) and had high VIP values in the PLS-DA models, especially in 2020
(VIP=1.90) which showed the best discrimination between phenotypes. This could be
explained by the fact that rumen samples were all taken up in the same season.

Overall, fatty acid profiles did not differ between either the genetic efficiency line or
the phenotypic groups in phase MIX.
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Correlations between prokaryotic microbiota and FA profiles in each and every Year
x Season did not highlight any consistent association between genera and specific FA.
All correlations higher than 0.65 in absolute values are presented in Tableau I1.3.4. This
threshold was chosen because of the small size of the datasets that tends to inflate
correlations.

Tableau 11.3.4 : Main correlations between microbial genera and fatty acids in every sampling period of

phase MIX (absolute value > 0.65, p<0.05 after FDR-adjusment).

Period Association Correlation Prevale
coefficient nce of
(p-value) the
2018 Summer | [Eubacterium] coprostanoligenes ¢roup /iC15:0 0.65 (2.5 x10%) | 27/27
[Ruminococcus] gauvreauii group /iC15:0 -0.71 (3.2 x10%) | 26/27
Erysipelotrichaceae UCG 002 / C18:2tt -0.68 (1.1 x10%) | 14/27
2018 Fall Lachnospiraceae NK3A20 ¢roup / C18:0 0.65 (2.4 x10%) | 27/27
Lachnospiraceae NK3A20 ¢roup / C18:1t16/c14 0.66 (2.1 x10%) | 27/27
Rikenellaceae RC9 ¢roup /C18:1t15 -0.66 (2.1 x10%) | 27/27
Christensenellaceae R7 ¢roup / DMA C28:0 0.65(2.1 x10% 27/27
2019 Summer
2019 Fall
2020 Fall Quinella / C16:1t3/c7 0.69 (1.8 x10°) | 38/38

4. Discussion
4.1 Diet effect and Fatty Acid Profiles

Diet has consistently been proven to be the major driver of rumen ecosystem,
determining the orientation of rumen metabolism affecting both physical and chemical
properties of the rumen and microbial populations (Belanche et al., 2019). As such, it
affects ruminal lipid metabolism including biohydrogenation patterns (Jarvis &
Moore, 2010). Even though bacterial synthesis of fatty acids and aldehydes is
unneglectable, the main source of rumen fatty acid is the diet. Therefore, diets richer
in FA usually result in higher retrieved FA from rumen samples (Alves et al., 2013).
Since the FA composition of the diets used in phase CONC and phase MIX differ, the
comparison of single rumen FA relative abundances between diets is not really
meaningful. Nevertheless, despite the MIX diet having more unsaturated fatty acids
than the CONC diet, the level of saturation in MIX rumen sample was higher than in
CONC samples with, for example, significantly less trans,C18:1 and cis,C18:1 and
more C18:0 which is consistent with the literature showing a decrease in BH in
concentrate-rich diets (Alves et al., 2013; Ventto et al., 2017). During the CONC phase,
the rumen samples had higher relative abundances of C18:1t10 then during the MIX
phase. C18:1t10 was on average four times more abundant that C18:1t11.The latter had
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similar relative abundances in both phases. The accumulation of C18:1t10, also
qualified as trans-10 shift, has been consistently reported in animals whose diet is
largely constituted of concentrates and is often associated with a decrease in rumen
pH (Alves et al., 2021; Enjalbert & Troegeler-Meynadier, 2009) and with the Milk-Fat
Depression syndrome in dairy animals. The accumulation of C18:1t10 also seems to be
associated with a decreased biohydrogenation and the accumulation of the co-eluted
fatty acid combination identified as C18:2t10c15/C18:2t11c15 which is more likely
C18:2t10c15, as it has been found to be increased in starch-rich diets in Merino lambs
(Alves et Bessa 2014).

4.2 Fatty acid profiles and feed efficiency

Very few studies linked fatty acid profiles to feed efficiency and to our knowledge
none considered this aspect in meat lambs nor did they use genetic lines. Moreover,
these studies were led on much smaller groups of animals. Toral et al. found an
accumulation of C18:0 in high feed efficiency (i.e low phenotypic RFI) dairy sheep
(LRFI) as well as a decrease in some C18:1 and C18:2 isomers issued from the partial
biohydrogenation of ALA and LA in comparison with low feed efficiency (i.e high
phenotypic RFI) animals (HRFI) when they were fed a 50:50 TMR (Toral et al., 2021).
In particular, C18:2t9c12, a geometric LA isomer, was more abundant in HRFI sheep
similarly to our 2019 and 2020 MIX phase samples in which C18:2t9¢12 was selected
by selbal and had VIP values higher than 1.5. C16:1c9 was also more abundant in HRFI
dairy sheep consistently with results from the CONC phase of our study in which
C16:1c9 was the only fatty acid to be linked with inefficient animals either through the
genetic line (in 2018) or phenotypic group (in 2019 and 2020). Similarly, in Artegoitia
et al. both ALA and LA were more abundant in steers with low ADG compared with
steers with high ADG that did not differ in ADFI, pointing out that inefficient animals
tend to biohydrogenate less than efficient ones (Artegoitia et al., 2017). Finally, Liu et
al. showed an upregulation of Gamma-Linolenic Acid in efficient Angus heifers and
hypothesized that its anti-inflammatory effect, in accordance with lower levels of
proinflammatory lipid metabolites trans12,(9,10)-Dihydroxyoctadecenoate and 9-
ox0C18:0, could partly explain feed efficiency (Liu et al., 2022). The same study also
underlined a 8% lower C16:0 concentration in the rumen of efficient animals compared
to inefficient ones but this could be due to the fact that inefficient animals consumed
more of the C16:0-containing diet since FA were not treated as a composition in this
study (Liu et al., 2022). Finally, they showed negative correlations between
Rikenellaceae RC9 gut group, Christensenellaceae R7 group and Ruminococcaceae NK4A214
group and phenotypic RFL. In our study, the first two were strongly positively
correlated with C16:0 in phase CONC and the last was the FA most strongly correlated
with C18:0 in phase CONC. Rikenellaceae RC9 gut group has also been reported as
associated with steers with high growth rates (Daghio et al., 2021) as well as with
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efficient animals in several studies (Andrade et al., 2022; Liu et al., 2022) including in
our animals in phase MIX 2019 (Chapitre 2.1).

In phase MIX, the main FA discriminating phenotypic groups were C26:0 which is a
minor component of both concentrates and forages and DMA-C26:0 which is mainly
derived from orchard hay C26 aldehyde. The association of DMA-C26:0 to inefficient
animals could be due to their higher consumption of forage compared to efficient
animals since the amount of concentrate distributed was limited in phase MIX.
Though, DMA-C28:0 is also derived from dactylis hay C28 aldehyde and was
correlated with Christensenellaceae R7 group in the Fall period of 2018 MIX phase while
this same genus was associated with phenotypically efficient animals in our previous
study (Chapitre 2).

Except for C16:1c9 in phase CONC, no fatty acid could be linked to feed efficiency no
matter the diet. Moreover, this FA being a minor FA of the concentrate feed, its higher
relative abundance in inefficient animals could be due to an increase in feed intake.

4.3 Microbial genera and fatty acid profiles

Overall, links between FA in the rumen and microbial community profiles have not
been studied extensively. Recently, Conte et al. explored the relationships between
bacterial genera and lipid metabolism in the rumen of beef steers from two different
breeds : Maremmana and Aubrac, both breeds being divided into two groups fed
either a mixed diet (grass hay + 1kg concentrate/100kgBW) or pasture and grass hay
(Conte et al., 2022). Surprisingly, they did not find any discriminant effect of the diet
on FA profile but rather a breed effect justifying that correlations between bacterial
genera and fatty acids were analyzed separately for each breed. Among correlations
that were common to both breeds, Rikenellaceae RC9 gut group was positively correlated
with DMA and especially with DMA-iC14:0 which was also the case in phase CONC
2018 in our study. In the 20 Aubrac steers they also found a positive correlation
between Treponema 2 and DMA iso-FA, which is consistent with our findings from
phase CONC but not so much in phase MIX, in which Treponema 2 showed moderate
negative correlations with several OBCFA. In phase CONC, Anaerovibrio and
Selenomonas 1, both from family Selenomonadales were also strongly positively
correlated with DMA-iC14:0 and DMA-aC15:0 as well as with C16:0 in all years for
phase CONC and with 18:1t11 in years 2018 and 2020 of phase CONC, suggesting a
higher biohydrogenation of palmitoleic acid (C16:1c9) and a lower trans-10 shift when
these bacteria are present. Anaerovibrio is the genus of the most known bacterium
responsible for lipolysis i.e Anaerovibrio lypolytica whose lipolytic activity is decreased
by acidification of the rumen (Fuentes et al.,, 2009; Prins et al., 1975). Selenomonas
ruminantium, the main bacterial species from Selenomonas 1 genus was proposed as a
potential producer of 0xo-C18:0 (Hudson et al., 1995) but in our study this FA was
correlated with Prevotella 7 and Dialister which showed opposite correlations with FA
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compared with the Anaerovibrio/Selenomonas 1/Treponema group and were correlated
with C18:1t10 that seems to be produced in the same conditions if not by the same
bacteria. Another genus associated with C18:1t10 in phase CONC was Megasphaera,
certain strains of which have been previously demonstrated as producing C18:1t10c12
from LA (Kim et al.,, 2002). Megasphaera elsdeni was also associated with Milk Fat
Depression in some studies (Palmonari et al., 2010).Butyrivibrio, one of the genera
mostly involved in BH in the literature was nearly undetected in the rumen of lambs
during phase CONC and was far more abundant during phase MIX (Lourenco et al.,
2010).

The main finding of our study concerning the links between fatty acids and microbial
genera is the consistent negative association between Prevotella 7 and saturated fatty
acids, both C18:0 and C16:0, and its positive correlations with C18:1t10 and
C18:1t10c15/C18:1t11c15 in phase CONC. This coincidence of the trans-10 shift, the
limitation of BH and the increase of genus Prevotella 7 could be due to the physical and
chemical conditions at the time of sampling (Troegeler-Meynadier et al., 2014). Indeed,
concentrate-rich diets tend to increase the proportions of several genera belonging to
the Prevotellaceae family in addition to being known to inhibit BH and enhance trans-
10 shift.(Seddik et al., 2019). Nonetheless, precise genus Prevotella 7 issued from SILVA
132 affiliation was not differentially abundant between sheep fed a concentrate diet
and grazing sheep. Fasting can also influence both microbial composition and BH since
the latter is a dynamic phenomenon and is likely to be more complete the further the
last meal is (Kim et al., 2019). As such, in a comparison between cattle that were fasted
or non-fasted, the former tended to have higher Treponema relative abundances and
the latter higher Prevotellaceae relative abundances (Welch et al., 2021b). Another
hypothesis could be the direct involvement of the genus Prevotella 7 in the trans-10
shift and limitation of BH in the rumen of animals fed a concentrate-rich diet. A study
led on lambs fed either a concentrate diet or cardoon meal showed a similar decrease
of C18:t10 and of genus Prevotella without any modification of rumen pH or VFA
profile (Salami et al., 2021) and in vitro studies suggest that Prevotella could play a role
in biohydrognation of PUFA (Huws et al., 2011). Family Prevotellaceae, which is one
of the main families in the rumen microbiota and considered part of the core
microbiome (Global Rumen Census Collaborators et al., 2015), has also been linked
with C18:1t10 in goats (Cremonesi et al., 2018). Nevertheless, analyses at the family
level should be made cautiously since genus Prevotella 1, as abundant as Prevotella 7,
was positively correlated with DMA and saturated fatty acids as did Prevotellaceae
UCG 003, a minor representative of the Prevotellaceae family. Identification of
Prevotella individual species involved in BH could help untangle the associations
presented in this paper, especially since the latest version of SILVA database merged
Prevotella sub-genera into one Prevotella genus.
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2. Correlations entre les phénotypes impliqués dans le
calcul de la consommation résiduelle et les profils d’acides

gras ruminaux.

a) Introduction
Les régimes riches en concentrés, classiquement distribués aux agneaux en croissance, ont
tendance a provoquer une déviation de la biohydrogénation vers la production d’intermédiaires
trans-10 que cela soit le CLA-trans10cis12, le C18 :2-trans10,cis15, ou I’acide C18 :1-trans10
dans le rumen (Alves & Bessa, 2014). Les acides gras, transformés dans le rumen, vont étre
absorbés au niveau intestinal et incorporer aux triglycérides dans les tissus animaux dont les
proportions d’intermédiaires de biohydrogénation sont liées aux proportions ruminales (Alves
etal., 2021). Par ailleurs, certains acides gras, en particulier les deux CLA majoritaires que sont
le CLACIs9, trans1l et le CLAtrans10, cis12, ont été rapportés comme ayant un réle a jouer
dans le métabolisme, notamment en limitant I’adipogénese et la lipogénese dans de nombreuses
especes, y compris de ruminants (Dirandeh et al., 2021; Martins et al., 2015; Park & Pariza,
2007; Shi et al., 2017; Trinchese et al., 2020). Les liens qui existent entre les acides gras
ruminaux et ceux présents dans les tissus et ’effet de certains acides gras sur la composition
corporelle nous ont amenés a nous demander s’il pouvait exister un lien entre les profils en
acides gras ruminaux et les principaux phénotypes impliqués dans la détermination de la
consommation résiduelle, a savoir le poids métabolique, le GMQ, I’épaisseur de gras dorsal et

1’épaisseur de muscle longissimus dorsi.

b)  Matériel et méthodes spécifiques

Puisqu’en plus du changement de régime, les animaux en phase MIX étaient plus agés, plus
lourds et avaient une croissance plus lente que les animaux en phase CONC, les deux phases
ont éte traitées séparément. Les profils d’AG ont été transformés par approche CLR aprés
imputation des zéros par GBM puis ont éte corrigés pour les effets année, lot, et de mise a jeun
pour la phase CONC et année, période, lot et mise a jeun pour la phase MIX. Les phénotypes
ont également été corrigés pour les mémes effets a I’exception de la mise a jeun puisque la
mesure des phénotypes ne dépendait pas de cet effet. Une régression PLS a permis de dégager
les principales relations entre phénotypes et AG et des corrélations de Pearson ont été calculées
et corrigées par 1’approche de Benjamini-Hochberg.
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c) Résultats
Les résultats sont présentés sur le poster en Figure 11.3.10.

La régression PLS a permis d’identifier que le phénotype le plus fortement associé au profil en
acides gras au cours de la phase CONC était le GMQ, les plus fortes corrélations de Pearson
étant observées avec le C18 :1t10 (r=0,29 ; p= 1,6x10°), le C18:2t10c15/t11c15 (r=0,25 ; p=
1,9x10®), et le C18:1c11 (r=0,20 ; p= 7,0x10%). En phase MIX, le phénotype le plus fortement
corrélé avec les acides gras était 1’ingestion quotidienne moyenne, les plus fortes corrélations
de Pearson étant observées avec le C18:0 (r=0,25; p= 0,02), le C18 :1t16/c14 (r=0,24; p=
0,04) et le C16 :0 (r= 0,21 ; p= 0,03). Aucune corrélation significative avec les épaisseurs de

muscle et de gras dorsal n’a été observée quel que soit le régime.

d) Discussion

Quelques études, sur la base de supplementations, ont tenté de mettre en evidence des effets des
acides gras insatures, en particulier les CLA, sur la composition corporelle et le métabolisme
des ruminants. Schiavon et al. ont mis en evidence une reduction dose-dépendante du score
d’engraissement (note de 1 a 5) et une amelioration du FCE chez les taurillons et génisses
supplémentés avec un mélange rumino-protégé de CLA-c9t11 et CLA-t10c12 (Schiavon et al.,
2019) mais une étude menée plus tét sur des ovins en croissance n’avait pas obtenu de
difference de composition corporelle ou d’efficience aprés supplementation bien que la
concentration des tissus en CLA ait augmenté (Wynn et al., 2006). D’autres études ont comparé
des animaux nourris avec des aliments différant par leur profil en AG sans mettre en evidence
de modification de composition corporelle ou de croissance.(Meale et al., 2015) L’association
entre la voie alternative de la biohydrogénation comprenant le C18:2t10c15 et le C18:1t10 a
déja été rapportée en comparant des régimes plus ou moins riches en concentrés, les régimes
riches en concentrés étant a la fois associés a une croissance plus importante et a un trans10-
shift mais aucune étude a notre connaissance n’a lié I’abondance relative de C18 :1t10 ou de
C18:2t10c15 et le GMQ intra-régime (Alves et al., 2021; Bessa et al., 2005). Les corrélations,
plus faibles et a la limite la significativité entre ingestion quotidienne moyenne et C18 :0 et
C16 :0 résultent vraisemblablement de la proportion de ces AG dans le foin, ingérée en quantite

plus importante par les animaux inefficients.
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Rumen fatty acids linked to phenotypes in Romane lambs
selected for feed efficiency IN RA@
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1. Introduction

» Mechanisms underlying Feed Efficiency (FE) are not fully understood.
» Microbial metabolism of the dietary lipids is responsible for the formation of bioactive intermediates that could be involved in FE variability.
» Divergent selection on residual feed intake (RFl) is a good tool to investigate biological processes underlying feed efficiency: after3
generations of selection under a 100% concentrate diet an important difference between efficient (rfi —) and inefficient animals (rfi +) was
reached (~1.9 genetic standard deviation).
; ; Phenotypes :
2 = Experl mental deSIQn End-Phase Metabolic Weight
Phase CONC: 100% | Extreme animals in terms of
high-fiber genetic RFl are kept for Phas: I\:IIX+.:00g d
Repeated in concentrate Phase MIX cr:.r;c'ten rad?t 'ba\t’ ‘:
2018, 2019 distributed with an ! ;;:Lu;l:a':i:
and 2020 automatic feeder Dietary Transition feed I =
(ad libitum) eeders ual Feed Intake
(=100 rams/year) (<60 rams/year)*
Rumen samples :

Freeze drying

Basic/acid esterification

Weeks
fage 12 Qg)

of age
* Due to automatic feeders availability, animals were divided into two groups sampled between 24 and 30
weeks of life or between 32 and 38 weeks of life respectively.

Extraction

Gas-Chromatography

GBM/CLR transformation

- Fatty Acid profiles and phenotypes were corrected for year and pen effects in phase CONC, and year, period and pen effects
in phase MIX

3. Results
CONC Phase MIX Phase
Rumen fatty acid profiles are not modified by genetic selection on RFI \
PLS-DA of CLR-transformed FA profiles by line PLS-DA of CLR-transformed FA profiles by line
¥ . * . .
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. Permutation test = 0.43
\ - Xovarinte 1: 7% expl var - - X-variate 1 ;5;“9‘ var
ﬂ?umen fatty acid profiles are weakly correlated to phenotypes whatever the diet \

= In phase CONC, the PLS regression identified ADG as the main = In phase MIX, ADFI is the main phenotype highlighted in the

phenotype variable linked to the fatty acid profile in the data PLS regression and is mostly correlated with C18:0.

set and C18:1 110 as the main fatty acid linked to the

phenotypes. C18:0
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Figure 11.3.10 : Poster présenté a I'’EAAP 2022
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Chapitre 4. Liens entre Defficience alimentaire et le
métabolome des ovins : etude par résonnance magnetique

des métabolites ruminaux et plasmatiques.
Obijectifs :

L’objectif de ce chapitre est de mettre en évidence les liens entre les phénotypes des animaux
des lignées rfi+ et rfi- sélectionnées et le métabolome ruminal et plasmatique de ces animaux.
Deux hypothéses sous-jacentes sont avancées dans ce travail. D une part, comme développé au
chapitre 2 de la partie Il, des modifications d’efficacité digestive peuvent étre responsable de
variations d’efficience alimentaire. D’autre part, des différences métaboliques, potentiellement
liées a certains métabolites d’origine ruminale, peuvent également expliquer les variations

interindividuelles d’efficience alimentaire observées.

Ces travaux ont fait I’objet d’une présentation au Congrés européen des productions animales
(EAAP) en 2021 a Davos sous la forme d’une courte présentation orale initulée : « Plasmatic
and ruminal metabolomes of lambs divergently selected on residual feed intake » et mettant en
avant les premiers résultats obtenus par RMN et d’un article de revue publié dans Metabolites
en mars 2022 : « Evaluation of the Links between Lamb Feed Efficiency and Rumen and

Plasma Metabolomic Data ».
Conclusions :

Les données de métabolome plasmatique ont permis une meilleure discrimination des lignées
et des groupes phénotypique d’efficience alimentaire que les données de métabolome ruminal.
En particulier, les concentrations plasmatiques en citrate se sont révélées plus importantes chez
les animaux de la lignée rfi- a la fois en phase CONC et en phase MIX ce qui suggére un effet
de la selection sur le métabolisme du citrate. Les animaux de la lignée rfi+ présentaient des
concentrations plasmatiques en L-thréonine plus élevées aux deux phases et le groupe pRFI+c
était caractérise par de plus fortes concentrations en béta-hydroxyisovalérate que le groupe
pRFI-c. Par ailleurs, les animaux inefficients avaient des concentrations plasmatiques en acides
amines plus élevées que les inefficients en phase CONC. Les phenotypes n’ont pas été
correctement discriminés par les metabolites plasmatiques en phase MIX ce qui suggeére que

les mécanismes associés a ’efficience alimentaire aux deux phases different.
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Abstract: Feed efficiency is one of the keystones that could help make
animal production less costly and more environmentally friendly.
Residual feed intake (RFI) is a widely used criterion to measure feed
efficiency by regressing intake on the main energy sinks. We
investigated rumen and plasma metabolomic data on Romane male
lambs that had been genetically selected for either feed efficiency (line
rfi-) or inefficiency (line rfi+). These investigations were conducted
both during the growth phase under a 100% concentrate diet and later
on under a mixed diet to identify differential metabolite expression
and to link it to biological phenomena that could explain differences
in feed efficiency. Nuclear magnetic resonance (NMR) data were
analyzed using partial least squares discriminant analysis (PLS-DA),
and correlations between metabolites’ relative concentrations were
estimated to identify relationships between them. High levels of
plasma citrate and malate were associated with genetically efficient
animals, while high levels of amino acids such as L-threonine, L-
serine, and L-leucine as well as beta-hydroxyisovalerate were
associated with genetically inefficient animals under both diets. The
two divergent lines could not be discriminated using rumen
metabolites. Based on phenotypic residual feed intake (RFI), efficient
and inefficient animals were discriminated using plasma metabolites
determined under a 100% concentrate diet, but no discrimination was
observed with plasma metabolites under a mixed diet or with rumen
metabolites regardless of diet. Plasma amino acids, citrate, and malate
were the most discriminant metabolites, suggesting that protein
turnover and the mitochondrial production of energy could be the
main phenomena that differ between efficient and inefficient Romane

lambs.
Keywords: residual feed intake; NMR; plasma; rumen; multivariate analysis

189


mailto:flavie.tortereau@inrae.fr
mailto:nathalie.marty-gasset@inrae.fr
mailto:annabelle.meynadier@envt.fr
mailto:lydie.bret@envt.fr
mailto:didier.marcon@inrae.fr
mailto:didier.marcon@inrae.fr
mailto:florian.touitou@envt.fr
http://crea-/
http://crea-/

Metabolites 2022, 12 304

1. Introduction

Meeting society’s expectations in terms of environmental preservation, animal health
and welfare, and meat quality while staying economically viable is a challenge
breeders must overcome. Feeding costs are one of the most important production
costs, especially in sheep meat production [1]. Increasing animal feed efficiency is a
good way to reconcile economy and ecology, reducing both food inputs and
environmental impacts [2-4]. The concept of feed efficiency consists of focusing on the
relations between what animals eat and what they produce instead of focusing on
production only.

Feed efficiency is mainly studied through the feed conversion ratio (FCR) and residual
teed intake (RFI). RFI has long been proven heritable in cattle [5] and, more recently,
in sheep with estimates ranging from 0.11 to 0.46 [6-8]. In the Romane breed,
heritability of RFI is estimated to be 0.45+0.08 [9,10]. RFI presents the advantages of
being independent (at both the phenotypic and genetic levels) of average daily gain
(ADG) [7] compared to FCR and being more suited to genetic selection [11].

The biological determinants of feed efficiency are widely studied in cattle [12], and
some studies are emerging in lambs [13,14]. In sheep, feed efficiency has been recently
linked to feeding behavior [9,15] and methane emissions [3]. In beef cattle, some
studies tried to link RFI with infrared thermometry used as a proxy for radiated heat
loss, with conflicting results [16,17]. Methane emissions and radiated heat loss are
responsible for a diminution in energy efficiency. To this day, the main hypotheses
explaining divergences in feed efficiency rely on differences in digestion and/or
metabolism, including processes of protein renewal in skeletal muscle [18]. Indeed,
protein synthesis and degradation have an energy cost and have been identified as
important factors influencing feed efficiency in beef [19]. Several studies linked rumen
metabolites or plasma metabolites with either greenhouse gases emissions [20] or
production phenotypes, including RFI [21,22].

Metabolomics studies give an unbiased insight into metabolic phenomena that occur
both in the rumen and in the organs and could explain differences in feed efficiency.
For example, in the rumen, an orientation of carbohydrate metabolism towards acetate
and butyrate production is associated with an increase in methane production by
archaea, and hence an increase in methane release and energy loss [20]. Concerning
host metabolism, the plasmatic concentrations of amino acids have been associated
with differences in protein turnover both in sheep and beef cattle, highlighting the
interest of studying those concentrations in divergent animals in terms of feed
efficiency [21-23].

The above-mentioned studies only focused on the phenotypic RFI, which is the result
of the genetic value and environmental factors that are not always well considered
because of the limited sizes of experiments. In this paper, our objective was to identify
ruminal and/or plasmatic metabolites associated with differences in RFI both at the
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genetic and phenotypic levels in the progeny of Romane rams divergently selected for
RFI under a 100% concentrate diet and belonging to lines called rfi— (efficient animals)
and rfi+ (inefficient animals). These differences were identified while lambs were
receiving two different diets: a diet rich in concentrates and then a diet rich in forage.

2. Results

2.1 Zootechnical Parameters

A total of 277 animals (135 from the divergent line rfi— and 142 from the divergent line
rfi+) were phenotyped from 121 to 163 d of age (SD=12 d) under a 100% concentrate
diet. Their phenotypes are presented in Tableau 11.4.1: Descriptive statistics of
phenotypes during CONC (A) and MIX (B) phases, and estimation of the divergent
line effect.. Average Daily Feed Intake (ADFIc) was recorded every day, body weight
was measured at the beginning and end of the 6-week trial, and ADGc was calculated.
Back fat thickness (BFTc) and muscle depth (MDc) of the longissimus dorsi were
measured by ultrasound at the end of the trial. Out of the 277 animals, and after
calculations of their genetic breeding values, 167 animals with extreme breeding
values were kept for the MIX phase, and the same phenotypes were recorded (Tableau
11.4.1B).

Tableau 11.4.1 : Descriptive statistics of phenotypes during CONC (A) and MIX (B) phases, and
estimation of the divergent line effect.

A Phase CONC (N =277)

Traits * Mean (SD) rfi- rfi+ p-Value
ADFIc ! (g/day) 2098 (273) 1991 2173 5x 10-12
E-MWc 2 (kg) 20.6 (1.9) 20.3 20.7 0.0014
ADGc 3 (g/day) 327.6 (62.4) 326.5 326.5 0.93

BFTc 4 (mm) 5.73 (0.87) 5.81 5.74 0.41

MDc5 (mm) 28.1 (2.4) 27.8 28.3 0.02

RFIc ¢ (g/day) 0 (151.4) —71.4 66.6 <2.2 x10-16
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B Phase MIX (N =167)
Traits * Mean (SD) rfi- rfi+ rfi- rfi+ p-Value
Summer Fall Summer Fall

ADFlIu!(g/day) 1857 (280) 1804 1856 1817 1869 1830 1843 0.80
E-MWw? (kg) 228 (1.5) 227 22.6 229 228 227 228 0.38
ADGwm? (g/day) 124.4 (64.3) 147 113 137 104 130 121 040
BFTwm ¢ (mm) 454 (0.78) 4.79 4.55 4.54 430 4.67 4.42 0.02
MDw5 (mm) 27.1(24) 268 18.5 271 189 22,6 23.0 0.20
RFIm ¢ (g/day) 0(183.1) -3.2 -3.8 4.1 35 35 38 081

Phase MIX (N =109 #)
ADForlu7 (g/day) 1279 (224) 1276 1290 1268 1282 1283 1275 0.75

RForlv ¢ (g/day) 0 (175.7)

3.7 -3.0 3.3 40 -33 36 083

* Xc and Xm are phenotypes from the CONC and the MIX phase, respectively: !
ADF], average daily feed intake; 2 E-MW, end-phase metabolic weight; 3 ADG,
average daily gain; * BFT, back fat thickness; > MD, back muscle depth; ¢ RFI,
residual feed intake;” ADForl, average daily forage intake; 8 RForI, residual forage
intake. # Only animals from 2019 and 2020 had a precisely registered forage
consumption; in 2018, forage and concentrate were distributed as a total mixed
ration.

2.1.1 Growth Phase under a 100% Concentrate Diet

Descriptions of traits recorded under a 100% concentrate diet (CONC phase) are
presented in Tableau 11.4.1A. Animals from rfi+ and rfi- divergent lines ate 2173 and
1991 g/day of concentrate, respectively, these two quantities being significantly
different (p <0.001). While marginal, though significant, differences were observed in
end-phase metabolic weight (E-MWc) and MDc between the two lines, no difference
was observed either in ADGc or in BFTc. RFIc was obtained from a linear model
regressing ADFIc on E-MWc, ADGc, MDc, and BFTc (R?=0.69, p <2.2x10-16). E-MWc
and ADGc were the most explanatory covariates and neither of the body composition
parameters were significant. Mean RFI was found to be negative in line rfi- (71.4
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g/day) and positive in line rfi+ (66.6 g/day), the difference being significant (p < 0.001).
Genetic and phenotypic RFIC were highly correlated (r=0.72, p <2.2x107¢), both being
well correlated with ADFIc(r=0.50, p<2.210 and r=0.55, p <2.2x107, respectively).
In the CONC phase, 203 animals out of the 277 (100 from line rfi- and 103 from line
rfi+) had phenotypic RFIc matching their genetic line, while 35 lambs from line rfi-
had a positive phenotypic RFlc and 39 lambs from line rfi+ had a negative phenotypic
RFIc (Tableau 11.4.2).

Tableau 11.4.2 : Number of lambs in each phenotypic class in the CONC phase according to their genetic
line.

Phenotypic RFIc (g/Day) *

<75 1-75,0] 10,75] >75
Genetic Line rfi— 62 38 17 18
rfi+ 20 19 40 63

1The -75 and 75 thresholds were chosen because they were —0.5 SD and 0.5 SD of
phenotypic RFIc, respectively.

E-MWc and ADGc were both significantly correlated with ADFIc (r=0.81, p <2.2x107
and r =0.49, p <2.2x107'¢, respectively). By construction, RFIc was not correlated to any
zootechnical parameters except ADFIc.

2.1.2 Finishing Phase under a Mixed Diet

Descriptions of traits recorded under a mixed diet (MIX phase) are presented in
Tableau 11.4.1B. Animals from lines rfi+ and rfi- tested in the summer period ate 1817
and 1804 g/day, respectively. Animals from line rfi+ and rfi- tested later in life (i.e.,
during the fall period) ate 1869 and 1856 g/day, respectively. In 2018, concentrate and
forage were distributed as a total mixed ration; therefore, it was not possible to
precisely measure consumption of one or the other. In 2019 and 2020, concentrate
consumption was limited to 700 g/day, and except for one animal from 2019, all
animals ate the whole 700 g daily. ADFIm and average daily forage intake (ADForlwm)
were not significantly different between the divergent lines (Tableau 11.4.1B). No
difference was observed between the two lines in terms of E-MWwm, ADGwm, and MDw,
and animals from line rfi- had a slightly higher BFTm than animals from line rfi+. In
comparison with the model used to estimate RFIv under a concentrate diet, an
additional effect of the period of control nested in the year was added as a fixed effect,
and together with zootechnical parameters, it explained 46% of the variation in ADFIm
(p =3x 107%) in the MIX phase. There were no differences between the two lines when
RFIm was calculated with total ADFIm. For the 2019 and 2020 animals, no difference
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was observed between the lines when RFI was calculated considering forage intake
only (RForlm). Out of the 83 animals from line rfi- kept in the MIX phase, only 45
turned out to have a negative phenotypic RFly, and out of the 84 animals from line
rfi+, 41 had positive phenotypic RFIm values (Tableau 11.4.3). ADFIm was significantly
correlated with E-MWw (r = 0.40, p = 6.6 x 107) and ADGM (r = 0.20, p = 0.03).

Tableau 11.4.3 : Number of lambs in each phenotypic class in phase MIX according to their genetic line.

Phenotypic RFIyv ! (g/Day)

<90 190,0] 10,90] >90
Genetic Line rfi- 28 17 17 21
rfi+ 25 18 13 28

1 The -90 and 90 thresholds were chosen because they were —0.5 SD and 0.5 SD of
RFIwv, respectively.

Since concentrate intake was limited to 700 g/day in 2019 and 2020, animals that ate
less forage had a total ration that was denser in energy and crude protein. However,
in the Wilcoxon signed-rank tests applied to the RFIu calculated from ADFly, total
energy intake or total crude protein intake led to the incapacity of rejecting the null
hypothesis, meaning the distributions of the three traits were the same.

2.2 Plasma Metabolites
2.2.1 Growth Phase under a 100% Concentrate Diet

Thirty-four metabolites were identified in the plasma of the animals in the CONC
phase, the most abundant being D-glucose (Tableau 11.4.S1). All metabolites were
included in the PLS-DA model used to discriminate genetic lines rfi+ and rfi—. Based
on the area under the receiving operator characteristic curve (AUROC), we retained
eight components (AUROC =0.81) for the PLS-DA of plasma metabolites in the CONC
phase (Figure 11.4.1A). According to the permutation test, the genetic lines were
significantly discriminated by the PLS-DA (p = 9.9x107%). Only citrate and malate had
a variable importance in projection (VIP) value higher than 1.5 in the eight-dimension
PLS-DA model and were therefore the two most discriminant metabolites, followed
by L-leucine, beta-hydroxyisovalerate, and L-threonine with VIP values around 1.3
(Figure 11.4.1B). The loadings of the first component highlighted an association between
line rfi- and higher levels of plasma citrate and malate and between line rfi+ and
higher levels of L-leucine, L-threonine, and beta- hydroxyisovalerate (Figure 11.4.1C).
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Figure 11.4.1 : Results from the PLS-DA of the plasma metabolites measured during the CONC phase
according to the rfi divergent genetic line of lambs (n = 133 rfi— and n = 142 rfi+). (A) Accuracy of the
PLS-DA models assessed using AUROC; red line marks the maximum AUROC value obtained with 8
components. (B) Selection of the variables contributing the most to the discriminant analysis using a
VIP approach. (C) Loading values of each metabolite on the first component of the PLS-DA model; in
gold and blue, metabolites associated with line rfi— and line rfi+, respectively.

When PLS-DA was applied to the two extreme phenotypic RFI groups comprising
animals with a phenotypic RFIc higher than 0.5 standard deviations (SD) or lower than
—-0.5 SD independently from their genetic line, the results were similar. Eleven
components were retained based on the AUROC (AUROC = 0.84), and they
significantly discriminated the two phenotypic RFIc groups (p = 1.0x10-%). When the
eleven components were taken into account in the PLS-DA model, only beta-
hydroxyisovalerate had a VIP value higher than 1.5, followed by L-glutamate, L-
serine, and citrate (VIP = 1.40, 1.29, and 1.25, respectively) (Figure 11.4.S1).

Pearson correlations were calculated between phenotypes recorded during the CONC
phase and the relative concentrations of all metabolites. Only weak correlations were
found between metabolites and phenotypes. The highest correlation with ADFIc was
with beta- hydroxyisovalerate (r = 0.40, p = 8.4 x 10™!), which was also significantly
correlated with phenotypic RFIc (r = 0.30, 1.7 x 107). Amino acids were all positively
correlated with each other, with the highest correlation being observed between L-
leucine and L-valine (r = 0.91, p <2.2 x 10-16). Citrate was highly correlated with malate
(r=0.94, p <22 x107) (Figure 11.4.2).
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Figure 11.4.2 : Correlation matrix of metabolites measured during the CONC phase in plasma (above the
diagonal) and rumen (below the diagonal). Correlations of a metabolite between the two biological fluids
are given on the diagonal. Gray squares correspond to non-existing correlations. White squares are non-
significant correlations after Benjamini—Hochberg adjustment of p-values.
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2.2.2 Finishing Phase under a Mixed Diet

Twenty-three metabolites were identified in plasma samples from the MIX phase, 21
of them being present in all samples and D-glucose being, once again, the most
abundant (Tableau 11.4.S1). Based on the AUROC, nine components were retained for
the PLS-DA (AUROC = 0.87) (Figure 11.4.3A), which significantly discriminated the two
divergent genetic lines (p = 3.0x10*) according to the permutation test. When the nine
components were taken into account in the PLS-DA model, only citrate, associated
with line rfi—, had a VIP value above 1.5, while L-threonine and L-leucine, associated
with line rfi+, had VIP values higher than 1.4 (Figure 11.4.3B). The loadings of the first
component highlighted the association between line rfi— and citrate and between line
rfi+ and L-threonine and L-leucine (Figure 11.4.3C).
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models assessed using AUROC; the red line marks the maximum AUROC value obtained with nine
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Plasma metabolites

Shared metabolites

Rumen metabolites

When PLS-DA was applied to phenotypic RFI groups, the best model in terms of
diagnosis had nine components (AUROC = 0.74) but did not significantly discriminate
the two phenotypic groups according to the permutation test (p = 0.50).

No correlation between either ADFIm or genetic or phenotypic RFIm and plasma
metabolites was higher than 0.5 in absolute values. The strongest correlations between
phenotypes and metabolites were observed for ADFIu with either L-glycine or L-
leucine (r=-0.23, p=0.004 and r = 0.23, p = 0.008, respectively). L-leucine was strongly
correlated with L-valine (r = 0.85, p < 2.2 x 10-'°) (Figure 11.4.4).
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Figure 11.4.4 : Correlation matrix of metabolites measured during the MIX phase in plasma (above the
diagonal) and rumen (below the diagonal). Correlations of a metabolite between the two biological fluids
are given on the diagonal. Gray squares correspond to non-existing correlations. White squares are non-
significant correlations after Benjamini—Hochberg adjustment of p-values.
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A summary of plasma metabolite correlations observed under both diets is presented
in Figure 11.4.5. All correlations higher than 0.5 in absolute values and significant after
Benjamini-Hochberg correction are shown.
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Figure I11.4.5 : Summary of plasma metabolite correlations. Significant correlations higher than 0.5 in
absolute values specifically in the CONC phase, the MIX phase, or under both diets are represented in
orange, green, and purple, respectively. Negative correlations are marked by dashed lines and positive
correlations are marked by solid lines.

2.3. Rumen Metabolites
2.3.1. Growth Phase with a 100% Concentrate Diet

Forty-four metabolites were identified in rumen samples from the CONC phase.
Thirty of them were quantified in every sample and fourteen were missing from one
or several samples (Tableau 11.4.S1).

Based on the AUROC, ten components were retained for the PLS-DA (AUROC = 0.70)
that best discriminated the two divergent genetic lines, but this model did not
significantly discriminate them according to the permutation test (p = 0.79).

The best PLS-DA model that aimed to discriminate extreme phenotypic groups
retained 10 components but failed to significantly discriminate efficient from
inefficient animals according to the permutation test (p = 0.22).

No statistically significant correlation was found between any of the metabolites and
ADFIc and RFIc. Correlations between rumen metabolites higher than 0.5 in absolute
values were, on the other hand, quite numerous. Generally, correlations among amino
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acids and among volatile fatty acids (VFA) were positive, whereas correlations
between amino acids and VFA were negative. As an example, L-alanine was strongly
correlated with L-glycine (r = 0.83, p < 2.2x107), L-serine (r = 0.73, p <2.2 x107), L-
leucine (r = 0.81, p<2.2x107%), L-isoleucine (r = 0.78, p<2.2x107'¢), L-methionine (r=0.77,
p<2.2x107'%) and L-phenylalanine (r = 0.73,p<2.2x107°) and was negatively correlated
with acetate (r = 0.33, p = 5.2x107), propionate (r = 0.42, p = 2.8 x10"") and butyrate (r =
0.30, p=2x10"°). Cadaverine was also highly positively correlated with the amino acids
(Figure 11.4.2).

2.3.2. Finishing Phase with a Mixed Diet

Nineteen metabolites were identified in rumen samples from the MIX phase. Eighteen
of them were quantified in every sample. The last one, citraconate, was not detected
in more than half the samples (88 samples out of 164) and was therefore removed from
the metabolites considered for the PLS-DA (Tableau 11.4.S1). Neither the PLS-DA on
genetic divergent lines (nine components, AUROC = 0.71) nor the PLS-DA on
phenotypic groups (five components, AUROC = 0.71) were found to significantly
discriminate the groups (p =0.21 and p =0.77, respectively).

No significant correlation was observed between phenotypes and metabolites. All cor-
relations higher than 0.5 in absolute values between metabolites were positive
correlations. Acetate and propionate were positively correlated (r = 0.7, p<2.2x107%°),
isovalerate was correlated with ethylmalonate (r = 0.61, p = 1.2x10'%) and 3-
methylxanthine (r = 0.90, p<2.2x107%¢), those two being also correlated (r = 0.63, p
2.2x107%). Amino acids were correlated with each other and with cadaverine and
negatively correlated with VFA (Figure 11.4.4).

2.4. Correlations between Rumen and Plasma Metabolites

No correlation higher than 0.5 in absolute values was observed between rumen and
plasma metabolites, except between rumen dimethylsulfone and plasma
dimethylsulfone in both phases: r=0.58 (p <2.2x107¢) and r = 0.70 (p <2.2x107) in the
CONC (Figure 11.4.2) and MIX (Figure 11.4.4) phases, respectively.
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3. Discussion
3.1. Phenotypes

Genetic selection of the divergent lines on RFI was initiated in 2015 from 12 extreme
sires phenotyped in 2013 and 2014 [10]. These lines rely on RFI phenotyped in young
lambs fed a rich diet. In the first generation of selection [10], animals from the two lines
essentially differed in ADFI and phenotypic RFI and showed no statistically significant
differences in ADG, E-MW, BFT, or MD. Animals tested in this work were from the
second (103 lambs from 2018) and third generations (101 lambs from 2019 and 73 from
2020) of selection. They exhibited a similar pattern, differing in ADFIc and RFIc, only
marginally in E-MWc and MDc, and not at all in ADGc or BFTc under the same
concentrate-based diet that was used for selection. One purpose of this study was to
evaluate phenotypes in both divergent lines under a mixed diet, implying less
competition with human food. The number of animals kept in the MIX phase was
lower, but these animals were extreme males in terms of genetic RFIc. Despite this,
under the MIX diet, no difference between lines was significant with any of the
phenotypes considered, even though mean phenotypic RFIwm in lines rfi and rfi+ were
still negative and still positive, respectively. This absence of significant differences
during the MIX phase could be due to two parameters evolving concomitantly in our
study: the diet and the animals’ age and growth status. Redden et al. found that
Targhee ewes that were efficient in terms of RFI under a high-energy diet while
growing were not the same as the efficient ones when they were fed a forage-rich
maintenance diet as yearlings [24]. Oliveira et al. reported similar results in Nellore
cattle: animals from the low-RFI group, when fed a high-energy diet in the feedlot, had
a9.4% and 19.7% lower DMI than animals from the medium-RFI and high-RFI groups,
respectively, but when animals were brought to the pasture, no significant difference
was observed between the groups [25]. In their study, animals were older when
switched to grass. The main difference between these studies and ours is that their RFI
groups were made up based on single phenotypic assessments while our divergent
lines stem from a multiple-generation genetic selection, making classification more
reliable. Our selection seems to be appropriate for rapidly growing lamb breeding
often based on high-concentrate diets and slaughtering between 3.5 and 6 months of
age. Some of our lambs had null or negative mean ADGM during the second phase of
measurements, indicating that they were not growing anymore and that potential
mechanisms associated with growth, such as preferential muscle deposition over fat
[26], could not be applicable anymore on lambs older than 6 months. If this was the
sole explanation, we would expect plasma metabolites to differ between efficient and
inefficient animals in the CONC phase but not necessarily in the MIX phase, and no
difference in rumen metabolites in either phase. The difference between our phases
could also be linked with a better use of the concentrate diet in rfi lambs than in the
rfi+ lambs and no better use of the mixed diet. In this scenario, we would expect both
rumen and plasma metabolites to vary between lines during the CONC phase as being
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linked to one or the other line as a result of a different digestion and absorption of this
diet in divergent animals [27].

3.2. Plasma Metabolites

Few studies have been performed on sheep plasma metabolites, and even fewer have
linked NMR-measured metabolites and feed efficiency. In a recent study, Goldansaz
et al. used multiple platform analysis to identify potential biomarkers of RFI in sheep
[21]. A few months later, Foroutan et al. tried to extensively describe the metabolome
of beef cattle with either high-RFI or low-RFI phenotypes using NMR, GC/MS, and
LC/MS techniques [28] and compared their results with pre-existing studies on cattle
and with scarce studies that exist on sheep [23,29,30].

3.2.1. Amino Acids

Repeatedly throughout the studies, amino acids were more abundant in the plasma or
serum of less efficient animals than in the plasma or serum of the more efficient ones.
In particular, L-threonine, identified as the most discriminant metabolite for the line
rfi+ in our study, was also more represented in high-RFI animals compared to low-RFI
ones in other studies [23,28]. This result can be nuanced by the comparison between
the two PLS-DAs performed on the genetic lines or the extreme phenotypic RFI groups
since, in the latter, plasma L-threonine was not identified as one of the most
discriminant metabolites in either of the phases. L-glycine is more controversial since
it has been found to be higher in efficient animals in some studies [12,28] and in less
efficient animals in others [12,22], and was associated with line rfi+ in the PLS-DA
discriminating our divergent lines and associated with efficient animals when
phenotypes were considered. L-glutamate, L-serine, and even more beta-
hydroxyisovalerate (which is a product of L-leucine metabolism) were the most
discriminant metabolites associated with inefficient animals in terms of phenotypic
RFIc in the CONC phase. L-glutamate had also been associated with inefficiency in
Foroutan et al., 2020 [28]. Beta-hydroxyisovalerate has not been reported yet in the
literature either way.

The overall increase in amino acids plasma concentrations could be linked to an
increase in crude protein consumption, proportional to the increase in ADFI. However,
no correlation was found between any individual amino acid concentration and ADFI,
regardless of diet. This may be due to the fact that plasma amino acid concentrations
are a reflection of both ingestion and metabolism and that ADFI is a reflection of feed
intake during the whole period, not only during the few days or hours prior to
sampling. Mechanisms other than simply ingestion must be at stake. Jorge-Smeding et
al. suggested that efficient animals could have a slowed-down urea cycle, resulting in
the accumulation of carbamoyl phosphate and fumarate and a decrease in plasma
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concentrations of L-ornithine, L-aspartate, L-valine, and L-lysine [29]. In our case,
neither L-ornithine nor L-lysine were quantified in the plasma, but L-citrulline, which
is part of the urea cycle, was not differentially expressed in the different genetic lines.
However, L-valine had a VIP value higher than 1 in the MIX phase and was associated
with line rfi+. Urea is not one of the 191 metabolites in the ASICS library [31] and
therefore was not identified in our study; thus, we cannot properly conclude on the
acceleration or slow-down of the urea cycle.

Another explanation for feed efficiency, particularly discussed in Cantalapiedra- Hijar
et al., is a modification of protein turnover [18]. Protein turnover is the continuous
process of the synthesis and degradation of proteins in the organism allowing animals
to adapt to their physiological status [32]. Its increase, resulting in a higher energy
expense to deposit the same amount of muscle protein, could explain why some
animals are poorly efficient. In our study, we found no difference in longissimus dorsi
depth measured with ultrasounds between efficient and inefficient animals in either
phase, suggesting that while eating less, efficient animals deposited the same amount
of muscle. In some non-ruminant species, protein turnover, which is known to be
variable between individuals, has been proven to be heritable and could therefore be
one of the mechanisms involved in feed efficiency [33,34]. Protein turnover is an
energy-consuming process that increases with protein concentration of the diet, and
both synthesis and degradation are enhanced when supplementation of an amino
acid-lacking diet is realized [35]. Our animals were fed in order to cover or overpass
their protein needs in accordance with INRAE recommendations and thus cannot be
considered as lacking amino acids [36].

3.2.2. Organic Acids

Citrate was the most discriminant metabolite between the two genetic lines in both our
phases. It has been identified in most of the studies previously quoted, but its
association with efficiency was not commonly reported. Even in our study, when
discrimination was made on the bases of phenotypic groups, citrate importance in the
discrimination was far lower. Karisa et al. even linked citrate and less efficient animals
[23].

Plasma citrate concentrations are mainly regulated by digestive absorption of feed
citrate, bone metabolism, and renal filtration and resorption [37,38]. Thus, an increase
in citrate plasma concentration in genetically efficient animals could stem from their
better reabsorption of urine citrate, resulting in less waste of potentially valuable
carbon or higher export from the cell when energy is in excess, resulting in a more
efficient use of citrate [37]. Other hypotheses would have been a higher digestive
citrate absorption, but this is not consistent with the fact that efficient animals eat less
and that the ruminal metabolites profile does not suggest a higher citrate production
in the rumen.
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Finally, the increase in citrate plasma concentration could be caused by an increased
citrate production in the cell or an increased export of citrate from the cell to the
plasma. The concomitant augmentation of citrate and malate, also highly discriminant
in the CONC phase of our experiment, suggests that when fed 100% concentrate,
catabolic phenomena and energy metabolism could be involved in the difference in
feed efficiency between lambs (Figure 11.4.6). This was previously considered by Herd
and Richardson in cattle [19]. Citrate is a key metabolite of both anabolism and
catabolism, being the initial step of the citric cycle in the mitochondria and thus a very
important element of ATP production in the cell. Citrate is also involved in fatty acid
synthesis in the cytoplasm through acetyl-CoA production [39,40] and in modulating
glycolysis, lipogenesis, and neoglucogenesis.
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Figure 11.4.6 : Summary of metabolites found to be associated with genetic lines or phenotypic RFI groups.
Gold circles and blue circles indicate that metabolites were associated with line rfi- and line rfi+,
respectively. Gray circles indicate that the metabolites were not identified in our study. Green circles
indicate that the metabolites were identified but not significantly associated with either of the lines. Gold
and blue backgrounds represent the association between a metabolite and rfi— or rfi+ phenotypic groups,
respectively. Dashed lines represent several reactions in a pathway. Dotted lines represent potentially
reversible reactions.
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Kelly et al. reported an increase in 3-hydroxybutyrate in inefficient heifers [41]. In
ruminants, 3-hydroxybutyrate has two potential origins. On one hand, absorbed
butyrate can be converted to 3-hydroxybutyrate in the rumen epithelium, and thus, an
increase in feed intake or an orientation towards butyrate production can be
responsible for a plasma 3-hydroxybutyrate increase [42]. On the other hand, it could
result from an impaired energy valorization. When intermediates of the citric cycle are
lacking, especially when oxaloacetate is oriented towards neoglucogenesis, citrate
synthase is inhibited, resulting in a condensation of acetylCoA into ketone bodies in
the liver (Figure 11.4.6).

3.2.3. Integration

Another hypothesis could explain both the increased citric cycle intermediates
in efficient animals and increased amino acids in inefficient animals (Figure 6).
Efficient animals could have a higher capacity to orient excess amino acids towards
anaplerotic reactions, resulting in the augmentation of the citric cycle metabolites,
including citrate and malate.

Increased citrate and malate mitochondrial concentrations that could stem from
an increased deamination of excess amino acids may be better exported from the
mitochondria in efficient animals, which would avoid impairing citric cycle reactions,
as suggested in MacDonald et al. [43]. Even though plasma exports from the cell to
the plasma are not well described for now, contrarily to exchanges between the
mitochondria and the cytoplasm [44], Mycielska and coworkers postulated the
existence of a transporter allowing citrate and potentially other citric cycle
intermediates to leave the cell [45].

The link between mitochondrial metabolism and feed efficiency has been
proposed in the literature. Sharifabadi and coworkers isolated mitochondria from
lambs differing in ADFI and RFI and found that the activity of all five mitochondrial
respiratory chain complexes were enhanced in feed-efficient animals [46]. Moreover,
studies on isolated pig mitochondria have shown that pigs selected for efficiency tend
to have a lower electron leakage from several complexes of the respiratory chain and
a lower production of reactive oxygen species (ROS), correlated with their phenotypic
RFI [47]. Similarly, Bottje et al. reviewed links between electron leaks and feed
efficiency, concluding that poorly efficient animals had a less efficient electron transfer
along the electron transfer chain, leading to an increase in ROS in broilers [48]. In
Kolath et al.,, feed efficiency was associated with greater efficiency in respiratory
control ratio, implying a higher degree of coupling between respiration and oxidative
phosphorylation but no increase in production of ROS when expressed as a function
of respiration rate [49].

A description of the main metabolic pathways highlighted in this study is
proposed in Figure 11.4.6
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3.3. Rumen Metabolites

No significant correlation higher than 0.4 in absolute values was observed between
rumen and plasma metabolites, with the notable exception of the correlation between
rumen dimethylsulfone and plasma dimethylsulfone in both phases. Plasma
dimethylsul- fone results from the absorption of rumen dimethylsulfone, presumably
produced from the degradation of organic sulfur compounds such as L-methionine or
from S-methyl cysteine sulfoxide that would come from the rapeseed meal
incorporated in the concen- trates. An increase in plasma dimethylsulfone was
previously described to be linked to reduced methane emissions in dairy cows, but
this was not associated with a production increase [50]. In our study, dimethylsulfone
was not linked with any of the phenotypes, nor with genetic RFI.

Rumen metabolites could potentially be linked to feed efficiency in two ways. On one
hand, metabolites produced by the rumen microbiota are subsequently released in the
rumen and absorbed, and differences in metabolites in the rumen could indicate
impaired or enhanced digestion associated with better use of feed. On the other hand,
metabolites absorbed in the rumen or in the intestine could influence host phenotype
by orienting metabolism towards tissue deposition or by increasing protein turnover,
for example. Metabolites that we identified in the rumen are very close to those
obtained in earlier studies led with NMR techniques [20]. In our study, rumen
metabolites did not discriminate genetic lines nor phenotypic groups, regardless of the
diet. Indeed, discrimination by PLS- DA was poor (as highlighted by the AUROC
values being 0.7 at most, and p-values of the permutation tests being greater than 0.05).

Succinate, which is a microbial intermediate towards propionate production in the
rumen [51], was found to be linked to animals growing faster for the same feed intake
in a study from Clemmons et al. [52].

Artegoitia and coworkers compared rumen metabolomics of steers with high ADG
and steers with low ADG for the same amount of feed ingested [53]. They reported an
increase in phenylpyruvate, pyroglutamate, cortisol, DHEA sulfate, lactate, imidazole,
and malonyl- carnitine and a decrease in lactate, taurine, and both alpha-linolenic acid
and linoleic acid in rapidly growing animals (p < 0.1), suggesting that ruminal
metabolism may differ between efficient and inefficient animals [53]. Among these
metabolites, only pyroglutamate and lactate in the CONC phase and sebacate in the
MIX phase were quantified in our study, and neither was associated with either lines
or phenotypic RFL

Two recent studies compared VFA relative concentrations and total VFA
concentrations without finding any difference between efficient and inefficient
animals [54,55]. Consistently with these studies, no difference was found in the relative
concentrations of VFA in our study.

Ruminal digestion and lipid biohydrogenation in the rumen are mainly driven by the
microbiota, and investigating ruminal microbiota could highlight differences that are

206



Metabolites 2022, 12 304

difficult to determine using metabolomics. As an example, Artegoitia et al. also found
higher bacterial and lower archaeal populations in efficient animals, and other studies
have investigated links between ruminal microbiota and feed efficiency [56-58]. The
analysis of microbial populations and long-chain fatty acids in our samples might
unravel new explanations.

4. Materials and Methods
4.1. Animals

A total of 277 Romane male lambs belonging to the 2nd and 3rd generations of
divergent selection on RFI were bred at the INRAE experimental unit P3R in Bourges
(https://doi.org/10.15454/1.5483259352597417E12, 1 February 2022) during the years
2018 (2nd generation), 2019, and 2020 (3rd generation). The genetic selection of the
lines has been presented in Tortereau et al. [10]. Briefly, every year since 2015, males
were phenotyped for 6 weeks under a 100% concentrate diet, and their RFI values were
calculated. Breeding values for RFI were then estimated, and males with the most
extreme breeding values for RFI were selected as the sires of the next generation [10].
Lambs inherited their line (rfi- or rfi+ for the efficient or less efficient lines,
respectively) from their sire.

In 2018, 2019, and 2020, animals following this phenotyping protocol were bred in 6,
5, and 4 different pens, respectively, each pen being equipped with one automatic
concentrate feeder (CONC phase). Lambs were grouped based on their body weights
recorded at the beginning of the adaptation period (i.e., when lambs were about 10
weeks of age). After the estimation of the RFI breeding values, the most extreme
animals in terms of genetic RFI values were fed a mixed ration distributed by
automatic forage and concentrate feeders (MIX phase). This second phase was led
between 204 and 246 d of age (SD=7 d) in the summer (29 animals in 2018, 36 in 2019)
or between 263 and 305 d of age (SD= 18 d) in the fall (29 animals in 2018, 35 in 2019,
38 in 2020) due to the limited number of automatic forage feeders available (Figure
11.4.7). In total, up to 30 animals were kept per period in 2018, resulting in keeping 57%
of the animals, and up to 40 animals were kept per period in 2019 and 2020, resulting
in 69% and 52% of the animals being kept, respectively.
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Figure 11.4.7 : Experimental design. Periods marked in red indicate that the feeders were not stopped
prior to sampling. * Concentrate and forage distributed as a TMR through forage feeders only.

During the MIX phase, animals were divided into two pens per period. In 2018, each
pen was equipped with two forage feeders, each delivering the total mixed diet
comprising one-third concentrates and two-thirds hay. The total mixed ration was
calculated to enable a growth of 125 g/day according to INRA standards [36]. In 2019
and 2020, each pen was equipped with two forage feeders delivering only forage ad
libitum, and one concentrate feeder delivering at most 700 g of concentrate per day per
animal. This amount was chosen to match the consumption of concentrates in the MIX
phase in 2018 and represents approximately one-third of the ration. As a result, the
mean proportions of concentrate in the MIX rations in 2019 and 2020 were 34% and
37%, respectively. Animals were housed on litter chips to avoid straw consumption
that would distort the measured feed intake.

4.2. Diets

In the CONC phase, the diet consisted of a 100% concentrate meal made up of beet
pulp, wheat bran, barley, corn, rapeseed meal, sunflower meal, and pelleted lucerne
(880 gDM/kg, 18.2% crude protein, 10.5% crude fiber, and 2.7% crude fat in 2018 and
0.3% crude fat in 2019, on a DM basis) fed through automatic feeders. During the MIX
phase, the diet consisted of a mixed ration of approximately two-thirds orchard hay
(915 gDM/kg, 6.6% crude protein for 2018 and fall 2019 and 8.6% crude protein for
2019; 37% crude fiber in 2018 and 34% crude fiber in 2019) and one-third of a
concentrate made of wheat, barley, wheat bran, and rapeseed meal (883 gDM/kg, 20%
crude protein, 11% crude fiber, 4% crude fat on a DM basis). Chemical composition of
teed was determined according to the procedures of the Association of Official
Analytical Chemists (Association of Official Analytical Chemists, 1998) [59]; neutral
detergent fiber was determined according to the procedure of Van Soest et al. (1991)
[60].
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4.3. Traits

Animals were weighed at the beginning (B-W) and the end (E-W) of each period of
testing. End metabolic weight (E-MW) was calculated as E-W0.75. The difference
between B-W and E-W was used to calculate the ADG of each animal during the period
of testing. MD of longissimus dorsi and BFT were both measured by ultrasound at the
end of each period of testing. ADFI was determined as the mean of daily cumulative
feed intake during the six-week period. Phenotypes from the CONC phase are
presented with a C subscript and phenotypes from the MIX phase with an M subscript.
Residual feed intake was estimated for each diet separately using the following
multiple linear regression for phase CONC:

ADFlc,i = + 1(E-W¢,1)0.75 + B2ADGc,i + 3MDc,i + 34BFTc,i + RFIc,i

The period of control effect nested in each year was added as a fixed effect in the MIX
phase. In this model, metabolic weight is a proxy for maintenance requirements while
the other parameters are linked to meat production. To deal with the issue of the
energy density of the ration when animals were restricted to 700 g/day of concentrate
and allowed ad libitum consumption of a less-energetically dense forage, Wilcoxon
signed-rank tests were performed, comparing the residuals of the above-presented
model when the predicted variable was ADFI, energy total intake, or crude protein
total intake.

4.4. Sampling

The 277 animals were sampled during the CONC phase (103 in 2018, 101 in 2019, and
73 in 2020), and 167 were then sampled during the MIX phase (58 in 2018, 70 in 2019,
and 37 in 2020). In practice, feeders were stopped the night before the sampling,
resulting in a minimum of ten to eleven hours of fasting, and water was stopped 2 h
prior to the sampling to avoid an excessive dilution of ruminal content. However, in
the CONC phase of 2019 and the fall period of the MIX phase of 2018, the automatic
feeders were not stopped (Figure 11.4.7). Rumen fluid was sampled using an esophageal
probe and a pump, transferred to 2 mL microtubes and immediately frozen into liquid
nitrogen. Five microtubes containing rumen samples were broken during the freezing
process and one did not have enough rumen fluid for the protocol. Therefore, three
samples from the CONC phase and three from the MIX phase were not available for
further analysis.

Blood was sampled at the jugular vein using vacutainer needles and tubes containing
lithium heparin and centrifuged at 2400 g for 10 min at 4°C. Plasma was transferred to
2 mL microtubes and immediately frozen in liquid nitrogen. All samples were
transferred from liquid nitrogen to —80°C freezers where they were stored. Two
samples, one from the CONC phase and one from the MIX phase, were broken during
the process and therefore not available for subsequent analysis.
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4.5. NMR Analysis

4.5.1. Chemical Analysis

Plasma samples both from 2018 and 2019 were prepared at the same time; similarly,
rumen fluid samples of these two years were prepared at once. Plasma and rumen
samples from 2020 were prepared at the same time. Plasma samples were centrifuged
at 3000 g for 5 min at 4°C. Then, 200 pL of the supernatant was transferred to a
microtube containing 500 uL of phosphate buffer (pH = 7.0) with 17.2 mg/mL of
trimethylsilylpropanoic acid (TSP) used as a reference for chemical shift. This mix was
then centrifuged for 15 min at 4190 g and 4°C. Finally, 600 pL of the supernatant was
transferred to NMR tubes. Rumen fluid samples followed the same protocol until the
last centrifugation at 4190 g. In this step, the supernatant was transferred to another
microtube and centrifuged again in the same conditions, and finally, 600 uL of the
supernatant was transferred to NMR tubes. All NMR experiments were performed
using the MetaToul-AXIOM platform, a partner of the National Infrastructure of
Metabolomics and Fluxomics: MetaboHUB (MetaboHUB-ANR- 11-INBS-0010, 2011).
Samples were kept at 300 K while spectra were acquired using the cpmgpr1D Bruker
pulse program on a Bruker AVANCE III HD 600 MHz NMR spectrom- eter (Bruker
Biospin; Rheinstetten, Germany) operating at 600.13 MHz for 1H resonance frequency
using an inverse detection 5 mm 1H-13C-15N-31P cryoprobe attached to a Cry-
oPlatform (the preamplifier cooling unit) with the following parameters: 512 transient
and 16 “dummy” scans using a relaxation time of 2.0 s and an acquisition time of 1.36
s, resulting in the acquisition of 32,000 data points. Plasma and rumen samples were
analyzed in two separate batches. Pre-processing of the spectra (zero order phase
correction, baseline correction, and shift referencing) was performed using the
TopSpin® software (version 4.0.9) from Bruker (Billerica, MA, United States of
America). Shift referencing was calibrated on TSP in rumen spectra and on D-glucose
doublet at 5.24 ppm for plasma samples because complexation between proteins and
TSP made it unavailable for referencing.

4.5.2. Bioinformatic Analysis

Pre-processed spectra were finally analyzed with the ASICS (version 2.5.3) R package,
which removed the solvent (water) signals (between 4.5 and 5.1 ppm), normalized
areas under the spectra to constant sum, and then identified and quantified
metabolites [61]. Each diet biological fluid (plasma or rumen) combination was treated
in a separate analysis. The parameters were the following: noise.thres was set to 0.015
in accordance with noise baseline observed in the spectra, max.shift was set to 0.01 in
all spectra, and clean.thres was set to 50 to keep only the metabolites that were present
in at least 50% of the samples in each diet x biological fluid combination.
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4.5.3. Statistical Analyses

Production traits and metabolite quantifications were corrected using the following
linear models:

CONC phase: Y~u + Year + Pen%in%Year + Fasting + ¢ (1)
MIX phase: Y~u + Year + Period%in%Year + Pen%in%Period%in%Year +
Fasting + ¢ 2)

The fasting fixed effect (2 levels) was introduced to take into account that in one of the
three years of the CONC phase and one of the five periods of the MIX phase, feeders
were not stopped prior to sampling (Figure 11.4.7).

Principal component analysis was performed on each metabolomic dataset to identify
potential outliers, resulting in the exclusion of an animal from the CONC phase that
had atypical plasma and rumen profiles and had barely eaten the two days prior to the
sampling. As a result, 274 and 273 samples were available for subsequent analyses on
plasma and rumen metabolites, respectively, during the CONC phase, and 166 and
164 samples were available for plasma and rumen analysis, respectively, during the
MIX phase (Tableau 11.4.S1).

Partial least square discriminant analysis (PLS-DA) from the mixOmics R package was
applied on residuals obtained from the linear models (1) and (2) to examine the links
between genetic lines and metabolites in rumen or in plasma under each diet [62]. Area
under the receiver operating characteristic curve (AUROC) was used to select the
number of components to consider in the discriminant analyses. This method relies on
the probability of correctly classifying a sample in a binary classification system
compared to the probability of wrongly classifying the sample. A perfect classifier
would always correctly classify and therefore have an AUROC of 1. An AUROC of 0.5
characterizes a random classifier. Validation of the discrimination performance was
assessed by the MV A .test function from the RVAideMemoire R package, with 10,000
permutations [63]. Then, loadings on the first component, being the most discriminant,
and variable importance in projection (VIP) with the optimal number of components
according to AUROC taken into account were used to determine which variables were
the most explanatory.

Additional PLS-DAs were plotted using phenotypic RFI as groups. The groups were
formed by excluding individuals whose phenotypic RFI was between mean 0.5 SD and
mean +0.5 SD. Animals with phenotypic RFI higher than 0.5 SD were considered
efficient at the phenotypic level and animals with phenotypic RFI lower than 0.5 SD
were considered inefficient at the phenotypic level. These PLS-DAs allowed us to
compare genetic RFI and phenotypic RFI in both phases in order to determine if the
differences potentially identified between the divergent lines were consistent with the
phenotypic evaluation.
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Pearson correlation coefficients between metabolites and phenotypes were calculated
within each diet biological fluid combination, and the Benjamini-Hochberg correction
was applied to the correlations [64]. Pearson correlations between plasma and rumen
metabolites within each diet were also calculated and submitted to Benjamini-
Hochberg correction.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/metabo12040304/s1, Table S1. Metabolites identified and quantified in
the four biological fluid x diet combinations. For each metabolite, the number of samples in which it has

been identified is expressed followed by the prevalence percentage between parentheses. Figure S1.
Discriminant analysis of the plasma metabolites measured during the CONC phase according to
phenotypic RFI groups. Efficient animals are the ones that had a phenotypic RFI between -328 and -75
g/day, and inefficient animals are the ones that had a phenotypic RFI between 75 and 546 g/day.(A)
Accuracy of the PLS-DA models assessed using AUROC; red line marks the maximum AUROC value
obtained with 11 components. (B) Selection of the variables contributing the most to the discriminant
analysis using a VIP approach. (C) Loading values assigned to each metabolite on the first component
of the PLS-DA model; gold and blue represent metabolites associated with efficient and inefficient
animals, respectively.
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Supplementary Material:

Tableau 11.4.S1 : Metabolites identified and quantified in the four biological fluid x diet combinations.
For each metabolite, the number of samples in which it has been identified is expressed followed by the
prevalence percentage between parentheses.

Plasma Rumen
CONC | MIX CONC | MIX
Number of samples in which the metabolite was identified (prevalence %)
| Organic acids
Acetate 274 (100) 166 (100) 273 (100) 164 (100)
Azelaate 273 (100)
Butyrate 273 (100) 164 (100)
Citrate 274 (100) 166 (100)
Citraconate 232 (85.0) 76 (46.3)
Ethylmalonate 273 (100) 164 (100)
Gluconate 166 (100)
Beta-hydroxyisovalerate 274 (100) 273 (100)
3-hydroxybutyrate 274 (100) 166 (100)
4-hydroxyphenylacetate 272 (100)
Isobutyrate 273 (100)2 164 (100)
Isovalerate 164 (100)
Lactate 274 (100) 166 (100) 253 (92.7)
Malate 274 (100) 271 (99.3)
2-0Xobutyrate 253 (92.6)
2-oxoglutarate 272 (99.6)
2-0xoisovalerate 274 (100)
Pantothenate 274 (100)
3-phenylpropionate 273 (100) 164 (100)
Propionate 273 (100) 164 (100)
Pyroglutamate 269 (98.5)
Pyruvate 264 (96.3)
Sebacate 164 (100)
Succinate 248 (90.8) 164 (100)
Valerate 273 (100) 164 (100)
Amino acids
N-acetylaspartate 273 (100) 164 (100)
Alanine 273 (100) 164 (100)
2-aminobutyrate 273 (100)
Aspartate 273 (100)
N-Acetylglycine 274 (100) 166 (100) 267 (97.8)
Betaine 273 (99.6) 166 (100)
Citrulline 274 (100)
Creatine 274 (100) 166 (100)
Cystine 274 (100) 166 (100) 273 (100)
GABA 273 (100)
Glutamate 274 (100) 273 (100)
Glutamine 274 (100)
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Glycine 274 (100) 166 (100) 273 (100) 164 (100)
Isoleucine 273 (100)
Leucine 274 (100) 166 (100) 268 (98.1) 164 (100)
Methionine 272 (99.6)
3-methylxanthine 273 (100) 164 (100)
Phenylalanine 274 (100) 273 (100)
Proline 273 (100)
Serine 274 (100) 166 (100)
Taurine 274 (100)
Threonine 274 (100) 165 (99.4) 273 (100) 164 (100)
Tyrosine 273 (100)
Valine 274 (100) 166 (100)
Alcohols

Choline chloride 265 (96.7) 161 (97.0) 273 (100)
Ethanolamine 265 (96.7) 166 (100)
4-Ethylphenol 273 (100)
Glycerol 274 (100) 166 (100)
Methanol 274 (100) 166 (100) 187 (68.5)
Myo-inositol 274 (100)
Phosphocholine 271 (98.9) 166 (100)

| Other metabolites
Cadaverine 269 (98.5) 164 (100)
Carnitine 274 (100) 166 (100)
Creatinine 274 (100) 166 (100)
Dimethylsulfone 274 (100) 166 (100) 273 (100) 164 (100)
Glucose 274 (100) 166 (100) 272 (99.6)
Levoglucosan 273 (100)
TMAO 259 (94.5)
Uracil 274 (100) 273 (100)
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Figure 11.4.S1 : Discriminant analysis of the plasma metabolites measured during the CONC phase
according to phenotypic RFI groups. Efficient animals are the ones that had a phenotypic RFI between
-328 and =75 g/day and inefficient animals are the ones that had a phenotypic RFI between 75 and 546
glday. (A) Accuracy of the PLS-DA models assessed using AUROGC; red line marks the maximum
AUROC value obtained with 11 components. (B) Selection of the variables contributing the most to the
discriminant analysis using a VIP approach. (C) Loading values assigned to each metabolite on the first
component of the PLS-DA model; gold and blue represent metabolites associated with efficient and

inefficient animals, respectively.
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Discussion Générale :

Au cours de ce travail, nous avons recherché de potentiels déterminants de 1’efficience
alimentaire sur une population d’agneaux males Romane issus d’une sélection divergente sur
la consommation résiduelle. Cette sélection a pu étre réalisée du fait de la variabilité et de
I’héritabilité de ce caractere (h2=0,45) dans notre population (Tortereau et al., 2020) et a abouti
a la création de deux lignées, I'une d’animaux efficients, I’autre d’animaux inefficients,

respectivement les lignées rfi- et rfi+.

Parmi les animaux de la deuxiéme et de la troisieme génération de sélection, 277 animaux ont
été phénotypés et prélevés au cours de la phase CONC (période d’engraissement avec un
concentré sur litiere paillée pour maximiser le GMQ) et 167, parmi les plus extrémes de ces
animaux, ont été phénotypés et prélevés au cours de la phase MIX (période de finition avec une
ration a base de foin, équilibrée par un concentré, sur litiere de copeaux de bois). Cette taille de
population est un avantage considérable en comparaison des études disponibles a ce jour sur
des bovins ou des ovins, dans lesquelles un nombre plus réduit d’animaux (souvent quelques
dizaines) est phénotypé, et un nombre plus réduit encore d’animaux est prélevé. Cet effort
d’échantillonnage présente de nombreux intéréts, notamment pour les analyses discriminantes
qui constituent le coeur de nos analyses de données. Lorsque le nombre d’échantillons est réduit,
la discrimination visuelle des échantillons peut sembler claire sans pour autant que la
discrimination soit réellement pertinente lorsqu’elle est verifiée par validation croisée ou
extrapolée a un plus grand nombre d’échantillons (Ruiz-Perez et al., 2020). Ce phénoméne se
vérifie d’autant plus que le nombre de variables considérées est important ce qui est, en

particulier, le cas pour les études de composition microbienne par exemple.

La constitution d’un échantillon aussi important d’ovins, soumis a deux régimes, a impliqué
que les expériences soient menées sur différentes années du fait de ’augmentation considérable
de la charge de travail et de la place et du matériel nécessaires a 1’¢levage des animaux,
notamment les distributeurs automatiques d’aliments. De ce fait, nous avons introduit dans le
protocole une variabilité expérimentale liée a 1’année de prélévement qui s’est avérée
significative. Cette variabilité s’est accrue encore davantage pour la phase MIX au cours de
laguelle, par manque de distributeurs de fourrages disponibles, les phénotypages et les
prélevements ont dd étre réalisés en deux périodes par année. Malgré nos efforts pour conserver
les conditions identiques (les animaux ont été prélevés approximativement aux mémes ages

entre les différentes années dans les mémes conditions de logement et avec la méme ration), il
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a subsisté quelques différences de conditions expérimentales (le foin de dactyle, récolte
annuellement, était différent d’une année sur I’autre, les concentrés fabriqués annuellement et
répondant a un cahier des charges quant a 1’énergie et aux protéines apportées avaient cependant
des compositions chimiques variables, les conditions météorologiques étaient susceptibles de
changer). Par ailleurs, pour toutes les analyses réalisées, les prélevements de 2018 et 2019 ont

été traités simultanément tandis que les échantillons de 2020 ont été traités separément.

Des corrections statistiques ont été appliquées lors de ’analyse des données pour prendre en

compte la variabilité annuelle des conditions expérimentales.

Nous nous sommes heurtés a plusieurs difficultés au cours du protocole. D’une part, deux
sessions de prélevement, CONC 2019 et MIX 2018 Automne, ont été réalisées sans que les
animaux aient été mis a jeun la veille au soir. La possible consommation de concentrés en phase
CONC 2019 et de concentrés et de fourrages en phase MIX 2018 a occasionné d’importantes

variations, en particulier au niveau ruminal.

Les principaux effets visibles de cette absence de mise a jeun ont été une concentration en AGV
plus importante (Figure Discussion 1) et une diminution de la quantité d’ADN eucaryote, en
particulier affilié aux ciliés (Partie Il, Chapitre 2, 2)) chez les animaux ayant eu acces a la
nourriture avant prélevement. Cet effet a également été retrouvé dans 1’étude par PCR
quantitative de Salfer et al. dans laquelle I’abondance de la communauté eucaryote était plus

importante avant le repas et diminuait aprés ingestion d’aliment (Salfer et al., 2021).
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Figure Discussion 1 : Lien entre la concentration en AGV totaux et le temps écoulé entre le dernier
repas de plus de 200g et le prélévement lors de la phase CONC.
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Les effets de I’absence de mise a jeun sont moins marqués pour la phase MIX ce qui est cohérent
avec la libération plus progressive d’acides gras volatils a partir de fourrages que de concentrés
occasionnant des variations de pH ruminal moins brutales (Palmonari et al., 2010; Yang &
Beauchemin, 2007). L’effet de I’absence de mise a jeun sur le nombre de séquences eucaryotes
obtenues n’a pas été observé en phase MIX. En revanche, une ACP a mis en évidence une
séparation de ce prélevement sur la seconde composante indiquant un changement de
composition de ces séquences. Les échantillons de I’automne 2018 contenaient plus de
séquences de I’infra-regne SAR, et en particulier, les variables ayant le plus de poids sur le

second axe de I’ACP étaient des genres appartenant a la famille Trichostomatia.

Pour compenser ces aléas techniques un facteur binaire (mise a jeun/absence de mise a jeun) a
¢té ajouté aux modeéles de correction et d’analyse statistiques des données issues des

prélevements biologiques.

Une fois ces corrections appliquées, nous avons cherché a répondre aux trois hypotheses
concernant la part digestive et la part liée au métabolisme de 1’hote de I’efficience alimentaire

ainsi qu’aux variations d’efficience individuelle liées a 1’alimentation.

Lefficience alimentaire individuelle est-elle dépendante de [’alimentation distribuée aux

animaux. ?

Lorsque les animaux issus de la deuxiéme et de la troisieme génération de cette sélection ont
été phénotypés sous un régime 100% concentrés, les RFI phénotypiques, obtenues a partir des
données d’ingestion, de poids métabolique, de GMQ et de composition corporelle, ont confirmé
I’efficience des animaux rfi- et I’inefficience des animaux rfi+. En effet les agneaux appartenant
a la lignée rfi- avaient une consommation quotidienne plus faible sans modification marquée

des autres caracteres phénotypiques par rapport aux animaux rfi+.

En revanche, lorsque les mémes animaux, plus agés, ont été phénotypés sous un régime mixte
(1/3 de concentrés, 2/3 de foin), les valeurs de RFI phénotypiques étaient bouleversées et
aucune corrélation n’a pu étre mise en évidence entre la RFI avec le régime concentrés (RFIc)
et la RFI avec le régime mixte (RFIm) (r=0,03 ; p=0,67). Ainsi, en phase MIX, la répartition des
animaux appartenant a I’une ou I’autre des lignées dans les groupes de RFI positive ou négative
était équilibrée. Les animaux de la lignée rfi+ et ceux de la lignée rfi- ne différaient plus en

termes d’ingestion quotidienne moyenne, et ne différaient toujours pas en termes de poids
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métabolique, de GMQ ou d’épaisseur de muscle dorsale mais les agneaux de la lignee rfi-

tendaient & avoir une épaisseur de gras dorsal plus élevée.

Dans notre étude il y a une confusion possible entre le changement de régime et I’age des
animaux, ceux-ci étant de 12 a 24 semaines plus &gés lors de la phase MIX selon la saison de
prélevement. Cependant, les quelques études de la littérature ayant comparé les efficiences
d’animaux recevant divers régimes ou le méme régime a diverses périodes montrent une
stabilité plus importante de cet indicateur a différents ges qu’a différentes rations (Asher et al.,
2018). Un moyen de différencier I’effet age de I’effet régime serait par exemple de réaliser une
expérience en carré latin sur un nombre plus réduit d’animaux appartenant aux deux lignées et
de voir si les agneaux de la lignée rfi- sont aussi efficients avec un régime 100% concentrés en
étant plus agés et s’ils sont efficients a 1’age auquel la sélection a été faite lorsqu’ils recoivent

un régime enrichi en fourrages.

Ces variations d’efficience entre phases CONC et MIX soulevent de nouvelles questions quant
a l’intégration de ’efficience alimentaire dans les schémas de sélection en fonction de la
rentabilité du systéme. D’apres les résultats du présent travail, les agneaux en croissance
sélectionnés pour leur efficience ont besoin d’une moins grande quantité de concentrés pour
leur croissance que leurs pairs inefficients et cette meilleure valorisation se perd quand les
animaux grandissent et/ou passent a un régime mixte sans pour autant que la situation s’inverse.
La sélection n’est, de fait, pas délétere : elle améliore simplement I’efficience alimentaire des

animaux sur une partie du cycle de production sans modifier I’efficience du reste du cycle.

A P’issue de I’étude bibliographique nous avions émis plusieurs hypothéses concernant les
déterminants biologiques de 1’efficience alimentaire. Une part de 1’efficience alimentaire
pourrait étre liée a I’efficacité de la digestion et I’autre a la capacité de valorisation de I’énergie
et des nutriments par ’animal. L’importance de I’un ou I’autre de ces mécanismes est, au regard
de I’état de I’art réalisé, probablement fortement dépendante de la ration distribuée. De ce fait,
nous avons traité les deux rations separément et nous avons, pour chaque jeu de données,
analysé a la fois les différences entre lignées et entre groupes phénotypiques d’efficience
alimentaire pour évaluer, d’une part, les effets de la sélection génétique et, d’autre part, les

déterminants biologiques de I’efficience alimentaire.
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L efficience alimentaire est-€elle liée aux variables digestives ruminales ?

Comparativement aux autres mammiferes, les ruminants se distinguent par la fagon dont les
aliments composant leur ration sont digérés. L’essentiel de la digestion est réalisé par des
microorganismes en amont de I’estomac glandulaire dans la large poche fermentaire qu’est le
rumen. Les produits issus des transformations microbiennes des aliments représentent la part
majeure de I’énergie absorbée par le ruminant et une grande part des protéines qui seront
digérées dans I’intestin gréle. Le microbiote ruminal produit également des vitamines et
remanie les acides gras d’origine alimentaire. Ces particularités nous ont amenés a nous
concentrer sur la composition du microbiote ruminal et sur les produits ruminaux issus des
activités microbiennes en lien avec I’efficience alimentaire. Par ailleurs, le contenu ruminal est

assez facilement accessible par 1’intermédiaire d’un prélévement considéré peu invasif.

Deux types d’analyses ont été réalisés a partir du contenu ruminal : des analyses de
communauté microbienne par métabarcoding et des analyses métabolomiques par CPG (AGV
et acides gras longs) et par RMN (petites molécules en concentration importante). La CPG et
la RMN sont complémentaires et ont permis dans certaines études récentes d’obtenir un bon

apercu du métabolome ruminal (Foroutan et al., 2020).

Les analyses de communautés microbiennes ont été réalisées au niveau taxonomique du genre
ce qui permet a la fois une meilleure identification des taxons et une plus grande facilité a
comparer nos résultats avec d’autres études tout en restant capable d’interpréter les résultats sur
le plan fonctionnel (Bach et al., 2019). En menant les analyses a I’échelle de ’OTU, les OTU
les plus discriminantes sur la base de 1’abondance relative étaient souvent des OTUSs
minoritaires dont I’écart de prévalence entre groupes faussait la comparaison. De plus, les
OTUs sont encore plus sensibles que les genres a I’année de prélévement. En effet, par simple
analyse en composantes principales on peut constater que les trois clusters responsables du plus
grand nombre de séquences, a savoir les clusters 1, 2 et 3, appartenant au genre Prevotella 7
pour le premier et Prevotella 1 pour les deux suivants sont fortement caracteristiques des années
2019, 2020 et 2018 respectivement (Figure Discussion 2).
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Figure Discussion 2 : Analyse en composantes principales des OTUs obtenues par séquencage de
I’ADN codant pour I’ARNr 16S en phase CONC en 2018 (rouge), 2019 (bleu) et 2020 (vert).

Aucune différence majeure n’a été observée entre animaux efficients et inefficients par
I’analyse des communautés procaryote ou eucaryote. Bien que quelques genres aient présenté
des abondances relatives différentes en phase CONC (Ruminococcus gauvreauii group et
Coprococcus 1 associés avec les animaux efficients et Metadinium avec les animaux
inefficients) ou en phase MIX (Orpinomyces et Cyllamyces associés avec les animaux
efficients), globalement les résultats des analyses statistiques étaient dépendants de 1’année
voire méme présentaient des contradictions comme 1’association du genre Entodinium en phase
MIX avec les animaux phénotypiquement efficients en 2019 et inefficients en 2018. Le
microbiote ruminal est connu pour présenter une certaine redondance fonctionnelle et il est
possible que différentes communautés microbiennes figurent dans I’un et I’autre des groupes
d’efficience et que I’effet de I’environnement ruminal sur I’efficience soit davantage associé
aux réactions opérées par les micro-organismes et se concrétisent par des produits de

dégradation différents.

Pour autant, 1’étude des petits métabolites et des acides gras ruminaux n’a révélé aucune
différence significative entre les animaux efficients et inefficients, que ce soit globalement ou

a I’échelle de I’année quel que soit le régime.

Une hypothése permettant d’expliquer cette absence de différence significative pourrait étre la
forte dépendance de 1’abondance des micro-organismes et des produits de leur activité avec le
temps de mise a jeun et la quantité ingérée au dernier repas qui pourrait masquer les potentielles
différences liées a I’efficience. En effet, la croissance microbienne, de méme que la production
et I’absorption ou la vidange des produits microbiens, sont des phénoménes dynamiques. La

concentration d’un métabolite mesurée au cours d’un préleévement résulte de sa production et
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de sa disparition du rumen qui sont deux phénomenes dépendants du temps. C’est pour limiter
ces effets temporels que tous les animaux devaient avoir été mis a jeun la veille au soir du

prélévement.

La variabilité des résultats entre années ou périodes, indépendamment de la mise a jeun des
animaux, souléve la question de la pertinence de prélevements ponctuels de contenu ruminal
pour expliquer un phénotype calculé a partir de phénotypes élémentaires qui ne sont pas
enregistrés de facon concomitante avec les prélévements. En effet, I’efficience alimentaire est
mesurée, dans notre étude, a partir des données d’ingestion quotidienne moyenne sur six
semaines, du poids métabolique des animaux en fin de période de prélevement et de leur
croissance estimée par le GMQ sur six semaines. Or, un seul prélevement de contenu ruminal
est réalisé. Ce prélevement a été réalisé en fin de période de contrble, c’est-a-dire 8 semaines
apres le changement d’alimentation, suivant ’hypothése que pour qu’un effet soit observable il
serait approprié que le microbiote ait pu se stabiliser sous ce nouveau régime (Clemmons et al.,
2019; Snelling et al., 2019). Cependant, il est possible que 1’absence de différence marquée
entre animaux efficients et inefficients témoigne du fait que tous les animaux se sont
correctement adaptés a la ration qui leur est distribuée, auquel cas les différences d’efficience
alimentaire pourraient étre plus visibles pendant la phase de transition. Pour évaluer cela, des
prélévements répétés au cours de la période de phénotypage et 1’utilisation d’approches de béta-
diversité telles que les distances d’Aitchison permettraient de suivre 1’évolution du microbiote
des animaux efficients ou inefficients et de voir si I’un ou I’autre se stabilise plus rapidement,
permettant ainsi une adaptation plus précoce a la ration et potentiellement une meilleure
efficacité digestive. Cependant, la répétition des prélevements impliquerait un stress plus
important pour les animaux, une charge de travail plus importante par la multiplication des
chantiers de prélévements, des contraintes logistiques du fait de 1’éloignement de la station
expérimentale par rapport au lieu de stockage et de préparation des échantillons et serait tres
coliteuse si on souhaitait travailler sur le méme nombre d’agneaux. Par ailleurs, I’évaluation de
la stabilisation du microbiote pourrait étre complexe du fait des variations individuelles de
communauté microbienne d’une semaine sur 1’autre chez des animaux prélevés dans les mémes
conditions et sous le méme régime. En effet, une étude récente a montré une faible conservation
des OTUs bactériennes et d’importantes variations d’abondances relatives des différentes
familles bactériennes chez des brebis Lacaune prélevées deux fois a une semaine d’intervalle
(Fresco et al., 2022). Cela pourrait également expliquer les résultats extrémement hétérogenes

de la littérature et entre nos années, quant aux liens entre 1’efficience alimentaire et les profils
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bactériens du rumen puisque la plupart des conclusions des études découlent d’un prélévement
unique pour chaque individu, celui-ci ne représentant qu’en partie la communauté microbienne
et a un instant. Enfin, si les différences d’efficience alimentaire observées sur six semaines
découlaient d’une adaptation plus ou moins rapide a la ration, ces différences ne seraient pas

extrapolables a une période plus longue, ou du moins seraient diluées au cours de cette période.

Ainsi, dans les conditions expérimentales de ce travail, I’influence de la communauté
microbienne et des produits de transformation des aliments par le microbiote sur I’efficience
alimentaire ne s’est pas révélée trés importante. Cependant, I’analyse simultanée du microbiote
et du métabolome ruminal a permis de mettre en relation certains genres microbiens et certains

métabolites d’intérét pour le métabolisme de 1’hdte tels que les AGV ou les AG.

L efficience alimentaire est-elle liée au métabolisme de [’hote ?

En premiére approche, nous avons choisi de réaliser un prélévement sanguin a la veine jugulaire
pour étudier, sans a priori, le plasma des agneaux par la méthode RMN qui permet 1’étude des
petites molécules impliquées dans le métabolisme de 1’hote (glucose, acides aminés ou

intermédiaires du métabolisme énergétique par exemple (Tardivel et al., 2017)).

L’analyse RMN des échantillons plasmatiques a permis de mettre en évidence une
concentration plus importante en citrate et en malate chez les animaux de la lignée rfi- et de
certains acides aminés, en particulier la thréonine, ou intermédiaires de leur dégradation comme
le béta-hydroxyisovalérate chez les animaux rfi+ pendant la phase CONC. Durant cette méme
phase, les groupes phénotypiques ont été discriminés par les mémes métabolites a 1’exception
de la thréonine. Alors que le citrate était le plus discriminant pour les lignées, la différence

majeure entre les groupes phénotypiques a été observee pour le béta-hydroxyisovalérate.

La proximité des résultats des discriminations des lignées génétiques et des groupes
phénotypiques en phase CONC était attendue puisque les animaux appartenant a la lignée
efficiente sont, globalement, efficients sous le régime utilisé pour la sélection. Cependant, la
superposition de ces deux phénomenes (sélection génétique et efficience phénotypique) ne
permet pas de conclure quant au mécanisme impliqué dans chacun. Néanmoins, une
augmentation des concentrations plasmatiques en acides aminés a été associée a une moindre
efficience de 1’utilisation de ceux-Ci, ainsi qu’a une augmentation de la RFI (Letelier et al.,

2022; Li et al., 2021; Meale et al., 2017). Les principales hypothéses concernant cette
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augmentation sont une moins bonne utilisation des acides aminés pour la néoglucogénése ou
un désequilibre entre synthese protéique et dégradation protéique. La leucine, qui n’est pas
glucoformatrice, a été dosée en plus forte concentration dans le plasma d’animaux inefficients
ce qui, en lien avec la concentration relativement plus élevée de béta-hydroxyisovalérate chez
les agneaux inefficients dans notre étude, oriente plutdt vers une augmentation de la dégradation

des acides aminés chez ces animaux (Letelier et al., 2022; Li et al., 2021).

Durant la phase MIX, la différence entre lignées repose surtout sur le citrate associé a la lignée
rfi- et la thréonine et la leucine associées a la lignee rfi+. Ces résultats, cohérents entre la phase
CONC et la phase MIX laissent entendre que la sélection génétique peut avoir un impact sur le
métabolisme du citrate et des acides aminés. L’absence de discrimination des groupes
phénotypiques confirme que ces marqueurs métaboliques sont davantage associés a la sélection
qu’a un mécanisme permettant 1’efficience quel que soit le régime. Le citrate est un
intermédiaire central du métabolisme énergétique. En effet, il est le résultat de la condensation
de I’oxalo-acétate et de I’acétyl-cOA lorsque la cellule ne manque pas de glucose, et son
oxydation permet la production de co-enzymes réduits. Il est également impliqué dans la
synthése des acides gras en permettant la sortie de 1’acétyl-cOA de la matrice mitochondriale et
en étant activateur allostérique de 1’acétyl-cOA carboxylase impliquée dans la synthese des
acides gras.

En paralléle de ’augmentation du citrate plasmatique, les animaux appartenant a la lignée rfi-
présentaient, en phase MIX, une épaisseur de gras dorsal significativement plus élevée (+6%,
p=0,02) que les animaux inefficients. L’épaisseur de gras dorsal est considérée comme un bon
indicateur de la masse grasse corporelle (Baker et al., 2006; Fan et al., 2022). Il serait donc
intéressant de considérer I’impact de la sélection sur la composition de la carcasse des animaux,
d’autant que ce genre d’associations entre efficience alimentaire et composition de carcasse a
surtout €té rapporté chez les bovins. Un moyen d’estimer la composition corporelle et la
répartition de la masse grasse des animaux est la tomodensitométrie, qui a déja permis
d’observer les effets de la sélection pour I’adiposité de béliers sur la composition corporelle de
leur progéniture par exemple (Anderson et al., 2016). Certains de nos animaux ont été scannés
a I’issue de la deuxiéme phase de phénotypage, I’analyse de ces résultats de tomodensitométrie
pourrait, en plus de la composition corporelle, renseigner sur de potentiels effets du volume
ruminal ou d’autres organes dont la dépense énergétique, contributrice au metabolisme basal,

pourrait impacter 1’efficience alimentaire.
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Cette thése a apporté quelques pistes sur les potentiels déterminants de 1’efficience alimentaire
et 'impact de la sélection sur celle-ci. En particulier, la concentration plasmatique plus
importante en citrate et malate et moins importante en acides aminés chez les animaux rfi- et
chez les animaux phénotypiquement efficients en phase CONC suggére que des phénomenes
métaboliques liés au métabolisme énergétique pourraient étre impliqués dans 1’efficience
alimentaire. Plusieurs pistes pourraient alors étre explorées notamment concernant la fonction
mitochondriale ou le turnover protéique. Dans ce deuxiéme cas, un dosage de 1’urée sanguine,
inaccessible par RMN car résonnant dans la zone de I’eau, pourrait donner un premier
renseignement sur la dégradation des protéines tissulaires a condition de parvenir a exclure une
origine ruminale. En effet, une augmentation de la dégradation des protéines au sein du rumen
peut également, si I’ammoniac formé n’est pas utilisé par les micro-organismes, provoquer une
augmentation de I’ammoniaque au niveau de la veine porte qui, une fois détoxifié par le foie
engendrera une augmentation de I’urémie. Une autre approche, surtout valable pour une mesure
ponctuelle du turnover protéique serait I’utilisation d’un traceur isotopique, par exemple un
acide aminé marqué comme de la leucine contenant un carbone 13 (**C-Leucine). L’ingestion
d’eau lourde (D20) peut également permettre d’obtenir un reflet du taux de renouvellement des
protéines sur une période plus longue. L’eau lourde est rapidement équilibrée avec le pool
corporel et des mesures successives d’enrichissement en deutérium des tissus, ou de protéines

en particulier, permettent d’estimer la synthése de protéines.

Enfin, des études récentes présentent la fractionation isotopique comme un moyen d’estimer le
turnover protéique sur le long-terme ce qui serait cohérent avec la mesure de I’efficience
alimentaire sur une période donnée. Généralement, une corrélation négative entre I’abondance
relative d’isotope >N (8"°N) et le FCE est obtenue, ainsi qu’une corrélation positive entre §°N
et poids, sans association entre 8°N et RFI (Wheadon et al., 2014). Ces analyses ont été
appliquées sur les données des 71 animaux de 2019 phénotypés sous deux régimes par 1’équipe
de I’Unité Mixte de Recherche sur les Herbivores et ont montré une corrélation faiblement
négative entre le 3°N et le FCE en phase CONC (r=-0,23, p=0,045) et une corrélation plus
marquée en phase MIX (r=-0,66, p=1,9x10%9). Ces résultats sont fortement liés aux corrélations
existant entre le FCE et le GMQ, lui-méme corrélé négativement avec le 3*°N aux deux régimes.

En revanche aucun lien entre le 5!°N et la RFI n’a été observé quel que soit le régime.

L’analyse des métabolites plasmatiques qui, par leur lien plus direct avec le métabolisme de
I’héte et leur caractére moins fluctuants que les métabolites ruminaux, avaient le meilleur

potentiel de discrimination, n’a pas révélé de différences en phase MIX. Pour autant la
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variabilité de consommation, et de consommation résiduelle, n’étaient pas moins fortes qu’en
phase CONC. 1l est possible que I’efficience alimentaire, sous un régime riche en fourrages,
soit davantage déterminée par I’efficacité digestive, ainsi que le suggérent les abondances
relatives plus importantes des genres Orpinomyces, Cyllamyces ou Christensenellaceae R7
group chez les agneaux efficients lors des prélevements en phase MIX, mais cela serait a

confirmer par des mesures de digestibilité.
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Participations a des congres :

* Présentation orale EAAP 2020 : Session 62: Dairy sheep and goat systems: new research in
genes, nutrition and management

Divergent selection on residual feed intake in Romane meat sheep breed to dissect biological
process

Touitou, F., Marie-Etancelin, C., Weisbecker, J.-L., Marcon, D., Francois, D., Bessa, R., Meynadier,
A., Tortereau, F.

Abstract

Feed efficiency is a trait of major interest for all livestock species because breeding efficient animals is not only
cost-saving but also leads to a decrease of environmental impacts. The biological processes underlying feed
efficiency are poorly described in sheep. In our INRAE experimental farm of La Sapiniére we have developed
divergent lines of Romane meat sheep, the divergence being established on their breeding values for residual
feed intake. The phenotype of male lambs (fed ad libitum with low-energy concentrate pellets) is obtained from
the recording of daily feed intakes, body weights and body composition traits during a 6-week period starting
from 90 days of age. After this first period of phenotyping, rumen and blood samples were taken from each
individual. Lambs were then controlled during an additional 6 weeks period for their intake of forage, and after
this period, the same sampling was performed. All the samples were analysed for metabolomics through NMR.
The spectra were then analysed using the ASICS R-package. Analysis of ruminal fatty acids were performed
through GC equipped with FID and a 100m-column after identification of peaks using GC coupled to Mass
Spectrometer. Relative abundances of ruminal bacteria were obtained after 16s rRNA gene Miseq sequencing
and FROGS pipeline analysis. Multivariate and discriminant analysis (PLS-DA) methods implemented in the
MixOmics R-package were applied. After two generations of selection, efficient lambs ate 130 g less
concentrates during the first period, and 100 g less forage during the second period than less efficient lambs.
After each period of ontrol, we identified metabolites that discriminate the efficient lambs from the less efficient
ones, such as butyrate and choline chloride in plasma of lambs fed with concentrate and L-lysine and L-leucine
in plasma of lambs fed with forage. These results from blood metabolomics will be combined with ruminal
metabolomics (including fatty acids) and microbiota data to identify pathways involved in feed efficiency in
sheep fed with different diets.
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https://doi.org/10.3390/metabo12040304

* Présentation orale EAAP 2021 : Session 73 Next generation in animal nutritional science (Young
Scientists Session)

Plasmatic and ruminal metabolomes of lambs divergently selected on residual feed intake
Touitou, F ; Tortereau, F ; Marty-Gasset, N ; Vialaneix, N ; Lefort, G ; Meynadier, A.

In ruminants, feed efficiency is a complex trait involving the host and its ruminal microbiota. In meat
sheep, little is known about their joint action on animal efficiency. The objective of this work was to explore the
ruminal and plasmatic metabolome differences between genetically divergent lines on residual feed intake (RFI).
Rumen and blood samples were taken from male lambs belonging to the two divergent lines selected on RFI
estimated under a 100% concentrate diet. Samples were taken twice: firstly when lambs were around 3 month-
old and fed the same diet as their ancestors did during selection and secondly when lambs were 7-9 month-old
and fed a diet with 1/3 concentrate and 2/3 dactylis hay. Rumen samples were taken using an oesophageal probe
and blood samples were taken at the jugular vein before being centrifuged to separate plasma from blood cells.
All the samples were frozen. Preparation of the samples consisted in several centrifugations and addition of a
phosphate buffer. Samples were then analysed using NMR spectrometry and integrated with the ASICS R
package. Data was then analysed both using a mixed linear model using the sasLM R package and multivariate
analysis using mixOmics R package (PLS and PLS-DA). Because of the great effect of diet, concentrate and
forage based data must be separately analysed. Rumen samples did not present many differences between lines
under the concentrate diet and under the forage diet, no metabolite was differently expressed. Multivariate
analysis on rumen samples did not separate the two lines well. On the contrary, plasma samples showed
interesting differences between the 2 lines with amino acids being (under both diets) more present in plasma
samples from less efficient animals than in samples from efficient ones. In both diets, plasma samples from
efficient lambs had significantly (P<0.05) more citrate than samples from less efficient lambs. It seems that
plasmatic metabolome gives a better insight in the understanding of the differences between lines, ruminal
metabolome will be analysed with microbiota data in ulterior works

* Poster EAAP 2022 : Session 80 : Free Communications

Rumen fatty acids linked to phenotypes in Romane lambs selected for feed efficiency
Touitou, F., Alves, S., Tortereau, F., Bessa, R., Meynadier, A.

Abstract :

Improving feed efficiency (FE) is a central tool to make animal production more sustainable. However, the
mechanisms underlying the individual variation in FE remain unknown. Links between the ruminal microbiota
and FE have been proposed. Among the ruminal processes, microbial metabolism of the dietary lipids is
responsible for the formation of bioactive intermediates that could be involved in FE variability. To test this
hypothesis, 277 Romane lambs divergently selected for Residual Feed Intake (RFI) were fed a 100% concentrate
diet during 6 weeks when 4-month old (CONC phase) and 167 of them, the most extreme in terms of RFI genetic
values were then fed a mixed diet during 6 weeks when 9 to 11-month old (MIX phase). During both phases,
phenotypes (Body Weight (BW), Average Daily Feed Intake (ADFI) and Body Composition (BC) parameters)
were recorded and RFI retrieved from a multiple linear regression of ADFI on metabolic BW, average growth
(ADG) and BC. At the end of each period ruminal fluid was sampled and 70 long-chain fatty acids (FA) were
analyzed by gas chromatography. Fatty acid profiles, expressed as percentages, were CLR-transformed after
zero-replacement by geometric bayesian method and finally corrected for environmental effects. A PLS-DA
approach was used to discriminate the RFI lines or phenotypic groups based on RFI on their rumen FA profiles.
No difference was found in either case whatever the diet. Similarly, multiple regression models performed on
phenotypes to search for links with either specific FA or groups of FA did not highlight any association despite
the variability of the FA proportions and phenotypes. A PLS analysis revealed that the strongest link was
between C18:1t10 and ADG during the CONC phase and between C18:0 and ADFI during the M1X phase but
Pearson correlation coefficients were low (r=0.30 and r= 0.36, respectively). Contrary to milk production, meat
production does not vary according to ruminal FA profile. Nevertheless, variations in the quality of this meat can
be expected.
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Participations a des séminaires :

* Présentation orale au séminaire BIOSIS 2022

Digestive efficiency in ruminants : a feed- rumen microbiota-host triangular relationship

Florian Touitou

Digestive efficiency has soon been described as one of the main factors influencing feed efficiency in livestock.
Indeed, the latter is often described by the comparison of the amount of feed ingested either as a ratio (Feed
Conversion Ratio; FCR) or a linear relationship (Residual Feed Intake; RFI). Digestive efficiency is characterized
by the ability to release nutrients that can be absorbed and metabolized by the host from feed macromolecules.
The particularity of ruminants resides in the importance of microbial digestion in a vast structure, called rumen,
prior to the glandular stomach and the small intestine. Most of the animal’s energy is obtained by the ruminal
absorption of microbial catabolites called Volatile Fatty Acids (VFA). Hence, an efficient and well-fed microbial
community is one the pillars of feed efficiency. Feed components shape the microbiota and some molecules both
feed-derived and added can influence digestive efficiency.
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Annexes :

Annexe 1 : Récapitulatif des études menées liant I’efficience alimenaire et les bactéries
ruminales utilisées pour le Tableau 1.2.1. et le Tableau 1.2.2. Les régimes ont été classés en
trois catégories selon la proportion de fourrages et de concentrés : CON = >65% concentrés,
FOR = <35% concentres, MIX = [35-65%] concentrés. ANCOM = Analysis of Compositions
of Microbiomes, ANOVA = Analysis of Variance, FDR= False Discovery Rate, GLM =
Generalized Linear Model, LDA = Linear Discriminant Analysis, PERMANOVA =
Permutational Analysis of Variance.

Etude Espece | Régime | Prélevement Indice EA | Méthode statistique N
Andrade 2022 Zébu MIX Rumen/abattoir RFI ANCOM, FDR 26
Auffret 2020 Bovin | CON Rumen/abattoir RFI GLM 72
Bowen 2020 Bovin | MIX Rumen/sonde RFI/FCR Kruskal-Wallis, FDR 79
Brooke 2019 Bovin | CON Feces RFI LDA score >3 6
Carberry 2012 Bovin | CON Rumen/sonde RFI Corrélations partielles de Pearson 28
Carberry 2012 Bovin | FOR Rumen/sonde RFI Corrélations partielles de Pearson 28
Ellison 2019 Ovin FOR Rumen/sonde RFI GLM log-it puis GLM 20
Elolimy 2018 Bovin | CON Rumen/abattoir RFI LM 12
Freetly 2020 Bovin | CON Rumen/abattoir GMQ PERMANOVA, hierarchical test, | 16
FDR
Hernandez- Bovin | CON Rumen/sonde RFI Maximum Likelihood fitting sur | 42
Sanabria 2010 bandes PCR-DGGE
Jami 2014 Bovin | CON Rumen/sonde RFI Corrélations de Pearson 15
Jewell 2015 Bovin | FOR Rumen/sonde RFI ANOVA sur arcsin(%) 22
Krueger 2009 Bovin | CON Rumen/sonde RFI ANOVA 12
Li 2022 Ovin MIX Rumen/abattoir FCR Corrélations de Spearman 10
Li 2019 Bovin | CON Rumen/abattoir RFI ANOVA sur arcsin(%) 48
Li 2017 Bovin | CON Rumen/abattoir RFI LDA score >2 20
Liang 2017 Ovin CON Rumen/sonde RFI ANOVA sur log(%) 20
Liu 2022 Bovin MIX Rumen/abattoir RFI ANOVA, FDR 12
Lopes 2021 Zébu MIX Rumen/abattoir RFI White’s non-parametric t-test 27
McCann 2014 Zébu FOR Rumen/sonde RFI GLM of log(p/(1-p) 16
McGovern 2018 Bovin | CON Rumen/abattoir RFI Corrélations de Spearman et t-test sur | 49
racine(%)
McLoughlin 2020 | Ovin CON Rumen/abattoir FCR Corrélations de Spearman et test de | 26
Wilcoxon FDR
Myer 2015 Bovin | CON Rumen/sonde Groupes ANOVA, FDR 32
GMQ/MSI
Paz 2018 Bovin | FOR Rumen/sonde FCR LDA score >2 32
Parea 2017 Ovin FOR Rumen et | RFI ANOVA, Bonferroni 12
intestin/abattoir
Rius 2012 Bovin | FOR Rumen/sonde RFI ANOVA 16
Shabat 2016 Bovin | MIX Rumen/sonde RFI Test de Wilcoxon, correction de | 48
Westfall et Young.
Silvestre 2022 Zébu CON Rumen/abattoir RFI PERMANOVA, FDR 27
Tan 2021 Bovin | CON Rumen/abattoir RFI Test de Kruskal-Wallis, FDR 18
Welch 2021 Bovin | CON Feces RFI ANOVA 15
Xie 2022 Bovin MIX Rumen/sonde RFI PERMANOVA, test de Wilcoxon, | 18
LDA score >2
Xue 2022 Bovin MIX Rumen/sonde FCR Corrélations de Spearman, test de | 18
Wilcoxon
Zhang 2021 Ovin CON Rumen/abattoir RFI Corrélations de Spearman, FDR, | 185
LDA score >4
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Annexe 2 : Protocole d’extraction et d’amplification de I’ADN.

Extraction :

Aussitot apres décongélation, 85 pL de contenu ruminal liquide de chaque échantillon ont été
prélevés et transférés dans un puits de lyse contenant 400 pL de « BashingBead Buffer » dont
les microbilles ont permis suite a un passage au broyeur MM400 (Retsch, Haan, Allemagne) a

30 Hz pendant 15 min afin de lyser les parois et membranes cellulaires et de libérer I’ADN.

A la suite de ce broyage, les échantillons ont été centrifugés a 4500g pendant 5 min et 230uL
de surnageant ont été transférés dans un bloc 96-puits dont les puits étaient préalablement
chargés par 750 pL de « Genomic Lysis Buffer ». L’objectif de ce tampon est de finir la lyse
des cellules, de dégrader I’ARN et de préparer I’ ADN pour une adhésion suffisante a la colonne
utilisée subséquemment. Le bloc a ensuite été couvert par une feuille aluminium adhésive et

agité manuellement.

Apreés centrifugation a 4500 g pendant 5 min le surnageant de chaque puits a été transféré dans
une plaque « Silicon-A Plate » montée sur une plaque de récupération et cet ensemble a été
centrifugé dans les mémes conditions, plusieurs fois si nécessaire pour que le surnageant passe
dans la plague de récupération. Ensuite, 200 pL de « DNA PreWash Buffer » ont été ajoutés et
la « Silicon-ATM Plate » qui a été centrifugée a 3000 g pendant 5 min avant que 500 pL de
« DNA Wash Buffer » n’y soient ajoutés et que la plaque subisse une nouvelle centrifugation

dans les mémes conditions.

Enfin, la « Silicon-A Plate » a été placée sur une « Silicon-A HRC Plate », elle-méme montée
sur une « Elution Plate » avant que 50 puL de « DNA Elution Buffer » n’y soient ajoutés.
L’ensemble des trois plaques a alors été centrifugé a 3500 g pendant 3 min. Pour assurer une
meilleure purification ’ADN, I’éluat a été récupéré et réincorporé au sommet de I’ensemble
avant une deuxieme centrifugation dans les mémes conditions. L’ADN purifi¢ a été récupéré
dans I’« Elution Plate » ensuite recouverte d’un film adhésif et conservée a -20°C en attendant

I’amplification.

278



Amplification :

L’amplification du géne codant pour I’ARNr 16S pour identification subséquente des bactéries
et des archées et celle du géne codant pour I’ARN 18S pour identification des eucaryotes
ruminaux ont été realisées séparément. Apres centrifugation de 1’ « Elution Plate » a 1000 g
pendant une minute, dans le premier cas I’DN extrait a été été conservé pur. Ensuite, 1 pL de
la solution contenant ’ADN a été prélevé et ajouté a 49ul d’un mix pour PCR1 MiSeq
contenant 40 uL d’eau ppi, 5 uL d’un tampon « 10X MTPTM Taq Buffer » (Sigma-Aldrich,
Saint-Louis, Missouri, Etats-Unis), 1 pL de d’un mix de désoxyribonucléotides tri-phosphates
(dNTP) a 10 mmol/L , 1,25 pL d’un d’amorces Forward et 1,25 pL d’amorces Reverse a 20
pmol/L et 0,5 uL de Tag ADN polymérase.

Pour I’amplification de ’ADN codant pour I’ARNr 16S, les amorces utilisées étaient les
amorces 515F-Y (5’-GTGYCAGCMGCCGCGGTA-3) et 926R (5°-
CCGYCAATTCMTTRAGT-3") utilisées par Parada et al. précédées des adaptateurs
Genotoul : CTTTCCCTACACGACGCYCYYCCGATCT (Forward) et
GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTC (Reverse). Ces amorces ciblent les régions
hypervariables V4-V5 ce qui permet une couverture des archées en plus des bactéries

contrairement au séquencage des régions V3-V4 (Fadeev et al., 2021; Parada et al., 2016)

Pour I’amplification de ’ADN codant pour I’ARNr 18S, les amorces utilisées étaient les
amorces 566F (5’-CAGCAGCCGCGGTAATTCC-3’) et 1200R (5’-
CCGTGTTGAGTCAAATTAAG -3’) précédées des adaptateurs Genotoul. Ces amorces
permettent I’amplification de la région V4 de I’ARNTr 18S par ’amorce 566F et de la région V9
par I’amorce 1200R (Stoeck et al., 2010).

A Tissue de I’amplification, la présence d’ADN a été vérifiée 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.
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Annexe 3 : Analyse chromatrographique des acides gras volatils issus de préelevements de
contenu liquide ruminal.

Les échantillons ont d’abord été décongelés puis centrifugés a 2 880 g pendant 20 minutes a
4°C afin d’éliminer les particules grossieres. Puis, 1 mL de surnageant a été transféré dans un
microtube contenant 200 pL d’acide métaphosphorique a 25% (m/v) conformément a la
méthode de Playne et al. (1985) et ce tube a été centrifugé a 20 000 g pendant 15 minutes a 4°C
(Playne, 1985). L’intérét de cet ajout d’acide méta-phosphorique est d’une part la précipitation
des protéines de I’échantillon et d’autre part son acidification (Pind et al., 2003). Par la suite,
100 puL du surnageant ainsi obtenu sont transférés dans un flacon d’injection en verre contenant
900 uL d’eau ultra-pure et 75 uL d’un standard interne, I’acide 4-méthylvalérique a 0,2% (v/v),
possédant des caractéristiques de volatilité proches de celles des acides gras volatils que 1’on

cherche a doser et ne faisant initialement pas partie de 1’échantillon.

200uL d'acide métaphosphorique
(25% m/v)

L)
S A
Centrlfugatlon aa°c Transfert 1mL de surnageant E Centrifugation a 4°C a
2880g pendant 20min i . 20 000g pendant 15min

l dans un micro-tube .

Transfert

. 100pL de
75uL d'acide 4- surnageant
méthylvalérique
(0,2% v/v)
+900pL d’eau
ultra-pure  —"

La séparation a été réalisée a 1’aide d’une colonne DB-FFAP d’une longueur de 30 m, d’un
diamétre interne de 0,53 mm et d’une épaisseur de film de 1 pm (réf. 125-3232, Agilent
Technologies, Santa-Clara, Etats-Unis d’Amérique) dont la forte polarité de la phase
stationnaire permet de séparer efficacement des composés assez polaires comme les AGV. La
longueur de la colonne permet une résolution suffisante et évite d’avoir des pics évasés.
L’injection a été réalisée, en mode splitless, a 250°C et la séparation faite & débit de diazote
constant (4mL/min) selon le programme de température suivant : 100°C pendant 5 min puis
une augmentation de 6°C/min jusqu’a 148°C et enfin une augmentation de 20°C/min jusqu’a
188°C ou le programme était stabilise pendant 11 min. La température du DIF a eté préréglée
a 250°C.

Les signaux chromatographiques ont ¢t¢ acquis a 1’aide d’une interface A2D (ThermoFisher
Scientific, Waltham, US) et retraités avec le logiciel Chromeleon (version 7.2.10,

ThermoFisher Scientific, Waltham, US). La quantification des AGV dans chacun des
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échantillons a été réalisée a 1’aide d’une droite d’étalonnage interne, élaborée a 1’aide de 6
solutions d’étalonnage. La concentration en standard interne (0.2% d’acide 4- methylvalérique)

dans chacune des solutions est de 15.9 mmole/L.

Concentration des AGV dans chacune des solutions (mmole/L)
Solution | Acide Acide Acide Acide Acide Acide
étalon | acétique | propionique | isobutyrique | butyrique | isovalérique | valérique
A 2,5 0,810 0,085 0,625 0,098 0,074
B 5,0 1,620 0,170 1,250 0,196 0,147
C 10,0 3,24 0,340 2,500 0,392 0,294
D 25,0 8,1 0,850 6,250 0,98 0,735
E 75,0 24,3 2,550 18,750 2,94 2,205
F 150,0 48,6 51 37,5 5,88 4,410

Les acides gras volatils utilisés pour le dosage (acide acétique, propionique, butyrique,
valérique, isovalérique et isobutryrique (Sigma Aldrich, St-Louis ; US)) ainsi que le standard
interne avaient tous une pureté supérieure a 99%. La concentration de chacun des composés a

été directement calculée a I’aide du logiciel de retraitement.
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Annexe 4 : Analyse chromatographique des esters méthyliques d’acides gras issus de la
méthylation des acides gras du contenu liquide ruminal.

Les échantillons de contenu ruminal ont d’abord été lyophilisés, puis 250 mg de contenu
lyophilisé ont été introduits dans des tubes en verre pour incubation avec un bouchon muni d’un
septum en téflon pour éviter 1’évaporation des acides gras lors des phases d’incubation. Puis, 1
mL de toluene et 1 mL d’un standard interne d’acide nonadécanoique (C19:0) a la concentration
d’l mg/mL dans de I’hexane ont été ajoutés aux tubes qui ont ensuite été¢ placés dans un
sonicateur pendant 10 minutes afin de favoriser la dissolution des composés hydrophobes du

lyophilisat dans les solvants apolaires.

A la suite de cela, un processus de méthylation en deux temps, par catalyse basique puis acide
a été réalisé afin d’obtenir des esters méthyliques d’acides gras (EMAG). Tout d’abord, 2 mL
de méthanolate de sodium a 0,5 mol/L ont été ajoutés aux tubes, agités pendant 10 secondes
avant d’étre 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 et les tubes, apres agitation, ont été placés dans un second bain-marie
a 80°C pendant 20 minutes. Au cours de cette deuxiéme incubation, les échantillons étaient

soumis a une agitation réguliére a 40 mouvements par minute.

Apreés refroidissement, 2 mL d’une solution aqueuse de carbonate de potassium (K2CO3) a 6%
(m/v) ont été ajoutés en deux fois pour éviter une trop forte effervescence. Cette addition
présente le double intérét de neutraliser 1’échantillon en termes de pH et, par la formation d’un
précipité de séparer 1’échantillon en deux phases, I’une aqueuse de densité supérieure et 1’autre
organique contenant les EMAG. Ensuite, 2 mL de n-hexane contenant 25 mg/L
d’hydroxytoluene butylé (BHT) ont été ajoutés aux tubes. Ce dernier a été utilisé pour protéger
les EMAG formés de 1’oxydation. Les tubes ont ensuite été agités puis centrifugés a 350 ¢
pendant 5 minutes a température ambiante afin de récupérer le surnageant dans un nouveau tube
contenant 0,5 mg de sulfate de sodium anhydre. Cette étape, de 1’ajout de du n-hexane a la
récupération du surnageant a été réalisée une seconde fois et aprés que le second surnageant ait
été ajouté au premier, le tube les contenant a été agité. L’addition de sulfate de sodium anhydre
a permis d’¢liminer les potentiels résidus aqueux subsistants. La phase liquide a ensuite été
transférée dans des tubes de verre dans lesquels 1’hexane a été évaporé sous flux constant de
diazote & 37°C. A I’issue de cette évaporation le contenu des tubes a été re-suspendu dans un

millilitre d’hexane et transféré dans des flacons d’injection.
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+2mL de Méthanolate
250mg de CRL de Sodium (0,5M) dans

— Sonication du méthanol
Lyophilisation a E 10min
. . Vortex puis
Incubation a

+3mL d’HCl 50°C
+2mL de K,CO, (1,25M) dans du pendant

+2ml n- Hexane (aq) , .
Méthanol 15mina
+2ml n-Hexane 40mpm

— D C ) d’agitation
Vortex Vortex puis centrifugation a Vortex puis incubation a 80°C
e
Centrlfugatlon pendant 5min (350g) . pendant 20min (40mpm) .

Refroidissement Refroidissement
Transfert du 20min a T® ambiante 15min a T° ambiante
surnageant
Transfert du Cemr,fugat,on Evaporatlon Nz
surnageant
. 5min a 350g Transfert 37 ¢
Tube contenant 0,5g de phase |IQUIde

sulfate de sodium anhydre

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 et d’une colonne capillaire Supelco FS CAP SLB-IL111 (Sigma-Aldrich, Saint-Louis,
Etats-Unis d’Amérique) de longueur 100 m, de diameétre 0,25 mm et dépaisseur de film 0,20
pm. 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. Lorsque la
séparation des pics, en particulier celle du C18 :1 t10 et du C18 :1t11, était insuffisante du fait
d’une trop forte concentration de 1’échantillon, celui-ci était réanalysé avec une injection avec
un split ratio de 100 :1.

L’identification des échantillons a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse 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 et les temps de rétention
associées aux différents composés ont été utilisés pour les repérer sur le spectre de CPG. Les

différents pics ont été intégrés pour quantification.
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Cette intégration a ¢été réalisée a 1’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 I’acide gras le plus
concentré, a savoir I’acide stéarique (C18 :0). Les réponses relatives obtenues sont d’autant plus
proches de 1 que le nombre de carbones du methyl-ester d’acide gras 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 (Kuzdzal-Savoie & Kuzdzal, 1967). Entre 1’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. Pour cette raison, pour les EMAG pour lequels nous
ne disposions pas de standard, un coefficient de correction de 1 (équivalent a la moyenne des

coefficients de correction) a été appliqué.

Une fois les aires corrigées obtenues, les concentrations des différents EMAG dans

I’échantillon initial ont été déterminées par :

Cy = % X Csi, avec Cx et Csi les concentrations de ’EMAG et du standard
St

interne (C19 :0) et Axet Asi leurs aires respectives.
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Annexe 5 : Préparation des échantillons de plasma et de contenu ruminal pour analyse par
spectrométrie RMN et parameétres d’acquisition des spectres.

Apres décongélation, 200 pL d’échantillon ont été transférés dans un microtube de 2 mL dans
lequel 500 pL de tampon phosphate (pH=7) contenant 17.2 mg de TSP
(Trimethylsilylpropanoic acid) pour 100 mL ont été ajoutés. Les microtubes ont ensuite été
centrifugés pendant 15 minutes a 4 190 g a 4°C. Pour les échantillons de contenu ruminal, a la
suite de cette centrifugation, 600 pL ont été transférés dans un second microtube soumis une
deuxiéme centrifugation dans les mémes conditions. A I’issue de ces étapes, 600 microlitres de

surnageant ont éte transférés dans un tube RMN pour acquisition des spectres.

O
Centrlfugatlon a
5 min, 4°C, 3000g '

200 uL de Transfert du
Tampon liquide surnageant
phosphate ruminal ou
(TSP = de plasma

17,2mg/ml)
500 pL Centrlfugatlon E Centrifugation E
‘ 15 min, 4°C, 4190g . 15 min, 4°C, 4190g .

Transfert 600 pL
de surnageant

Transfert dans un
tube RMN

Les échantillons ont été conservés a 300 K pendant ’acquisition des spectres réalisée sur un
spectrometre Bruker AVANCE 111 HD 600 MHz (Bruker Biospin, Rheinstetten, Germany) avec
un programme cpmgprlD Bruker pulse. Ce programme se définit par une séquence de Carr-
Purcell Meiboom-Gill (CPMG) qui consiste en une pré-saturation du solvant par une impulsion
de faible intensité¢ orthogonale au champ magnétique suivie d’une succession de quatorze
impulsions répétées a 180° par rapport au champ magnétique et d’une période d’acquisition au
cours de laquelle le signal sinusoidal décroit exponentiellement (Parella, 2006). Le temps
d’acquisition (TA) est fixé a 1,36s de facon a optimiser la réception du signal sans pour autant
acquérir trop de bruit. La séquence est répétée 256 fois pour les échantillons de plasma et 512
fois pour les échantillons de jus de rumen de facon a maximiser le ratio signal/bruit avec un
temps de relaxation entre deux sequences de 2,0s. La taille du spectre a éte fixée a 20 ppm ce
qui correspond a 12 000 Hz et résulte 1’acquisition de 32 640 points.
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Résume :

En élevage de ruminants allaitants, 1’alimentation représente la tres grande majorité des codts
d’¢levage. De ce fait, D’efficience alimentaire, caractérisée par 1’aptitude d’un animal a
optimiser sa production par rapport a sa consommation alimentaire, s’est imposée comme un
moyen de limiter les colits d’élevage mais aussi les rejets polluants par une meilleure
valorisation de la ration. Cependant, les déterminants de ’efficience alimentaire sont encore
méconnus bien que des pistes aient €té avancées, notamment concernant I’efficience digestive
ou la partition des nutriments et de 1’énergie entre différents tissus corporels et entre besoins
d’entretien et besoins de production. Par ailleurs, tout porte a penser que ces déterminants sont
variables selon les conditions d’élevage et en particulier selon la ration distribuée aux animaux.
Dans ce contexte, 1’objectif principal de cette thése était d’explorer les mécanismes sous-jacents
a I’efficience alimentaire, en particulier en lien avec la communauté microbienne ruminale et
les produits issus de son activité. L’étude a été réalisée sur des agneaux méales de race Romane
issus de lignées divergentes obtenues par sélection génétique des animaux les plus efficients et
les moins efficients sur la base de la consommation moyenne résiduelle. Au total, 277 agneaux,
répartis sur trois années et issus des deuxiéme et troisieme générations de sélection ont été
phénotypés pendant 6 semaines sous un régime 100% concentrés (CONC) et parmi eux, 167
agneaux, extrémes en termes d’efficience, ont par la suite été phénotypés sous un régime mixte
(MIX). A I’issue de chaque phase, un échantillon de contenu ruminal et un échantillon de sang
ont été collectés. La composition microbienne du rumen a été étudiée par séquencage des genes
codants pour ’ARNr 16S et I’ARNr 188, respectivement pour les procaryotes et les eucaryotes
et des analyses par chromatographie en phase gazeuse des échantillons ruminaux et par RMN
des échantillons ruminaux et sanguins ont permis de doser les métabolites présents dans le
rumen ou dans le plasma des agneaux. La premiere conclusion des travaux de cette thése est,
conformément a la littérature existante chez le bovin allaitant, une absence de corrélation entre
I’efficience alimentaire phénotypique aux régimes CONC et MIX. Globalement aucune
association n’a été démontrée entre les compositions microbiennes ou les métabolites ruminaux
et I’efficience alimentaire quel que soit le régime. En particulier, aucune différence de profil en
acides gras volatils n’a été observée entre lignées ou entre animaux phénotypiquement efficients
ou inefficients. Par ailleurs, les genres procaryotes ou eucaryotes associés avec 1’efficience
alimentaire phénotypique différent entre les deux régimes et les associations entre genres
microbiens et efficience alimentaire ne sont pas identiques entre les différentes années de

prélévements. Finalement, 1’étude des métabolites plasmatiques, en tant que reflets du
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métabolisme de ’animal, a mis en évidence une concentration plus importante en citrate chez
les animaux de la lignée efficiente quel que soit le régime, ainsi que chez les animaux
phénotypiquement efficients au régime CONC. En revanche, les animaux inefficients avaient
des concentrations plus importantes en acides aminés circulants. Cette déecouverte implique que
la sélection génétique pour 1’efficience alimentaire a pu avoir un effet sur le métabolisme du
citrate et/ou des acides aminés et ouvre la porte a de nouvelles études ciblées sur les mécanismes
métaboliques associés a D’efficience alimentaire comme 1’efficacité de la chaine de

phosphorylation oxydative mitochondriale ou le turnover protéique.
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Abstract

Feeding costs represent the vast majority of the money spent on raising ruminants for meat
production. Thus, improving feed efficiency, i.e the capacity of an animal to optimize its
production in relation to its feed intake, has emerged as a good way to reduce breeding costs as
well as pollutants resulting from dietary losses. However, mechanisms driving feed efficiency
in ruminants remain poorly understood to this day, even though assumptions have been made
regarding digestive efficiency or nutrients and energy partitioning between different tissues or
between maintenance and production needs for example. Moreover, breeding conditions,
particularly the diet, could influence feed efficiency and shift potential explanatory
mechanisms. In this context, the main goal of this thesis was to explore the phenomena
underlying feed efficiency, particularly by studying rumen microbial community and
metabolites produced by its activity in growing Romane male lambs from divergent genetic
lines built by selecting the most and the least efficient animals on the basis of their residual feed
intake (RFI). In total, 277 lambs coming from the second and third generation of selection were
phenotyped over three years, under a 100% concentrate (CONC) diet and among these 167
extreme animals were subsequently phenotyped under a mixed diet (MIX). At the end of each
6-week phenotyping phase a blood sample and a ruminal content sample were collected.
Sequencing of the DNA extracted from rumen samples using primers for 16S rRNA gene and
18S rRNA gene for prokaryotes and eukaryotes respectively was used to evaluate rumen
microbial communities. Gas-Chromatography was used to dose rumen metabolites and NMR
was used to dose both rumen and plasma metabolites. The first conclusion of this work is the
absence of correlation between phenotypic RFI in phase CONC and in phase MIX, which is
consistent with the literature in growing beef cattle. No particular correlation was found
between microbial communities or rumen metabolites and feed efficiency whatever the diet. In
particular, no difference in VFA profile was highlighted between genetic lines or animals
differing in phenotypic efficiency. Furthermore, prokaryotic and eukaryotic genera associated
with either feed efficiency or inefficiency were different between diets and were not consistent
between years of sampling. Finally, animals belonging to the efficient line had a higher plasma
citrate concentration whereas inefficient animals had higher plasma amino acids concentrations.
This discovery implies that genetic selection on feed efficiency may have impacted citrate
and/or amino acids metabolism and opens the door to further studies targeting metabolic
mechanisms associated with feed efficiency such as the activity of the mitochondrial oxidative

phosphorylation or as protein turnover.
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Résumé :

L’efficience alimentaire, caractérisée par I’aptitude d’un animal a optimiser sa production par
rapport a sa consommation alimentaire, s’est imposée comme un moyen de limiter les cofits
d’élevage mais aussi les polluants potentiels par une meilleure valorisation de la ration.
Cependant, les déterminants de 1’efficience alimentaire sont encore méconnus bien que des
pistes aient été avancées, notamment concernant 1’efficience digestive ou la partition des
nutriments et de 1’énergie entre différents tissus corporels et entre besoins d’entretien et besoins
de production. L’objectif principal de ce travail était d’explorer les mécanismes sous-jacents a
I’efficience alimentaire, en particulier en lien avec la communauté microbienne ruminale et les
produits issus de son activité.

Conformément a la littérature existante chez le bovin allaitant, 1’efficience alimentaire
phénotypique sous un régime concentré ou a dominante de fourrages ne sont pas corrélées. Par
ailleurs, les genres procaryotes ou eucaryotes associés avec I’efficience alimentaire
phénotypique différent entre les deux régimes et les associations entre genres microbiens et
efficience alimentaire ne sont pas reproduits d’un préléevement a I’autre. Globalement aucune
association n’a ét¢ démontrée entre les métabolites ruminaux et I’efficience alimentaire quel que
soit le régime. En particulier, aucune différence de profil en acides gras volatils n’a été observée
entre lignées ou entre animaux phénotypiquement efficients ou inefficients. Finalement, 1’étude
des métabolites plasmatiques a mis en évidence une concentration plus importante en citrate
chez les animaux de la lignée efficiente quel que soit le régime, ainsi que chez les animaux
phénotypiquement efficients au régime CONC. En revanche, les animaux inefficients avaient
des concentrations plus importantes en acides aminés circulants. Cette découverte implique que
la sélection génétique pour I’efficience alimentaire a pu avoir un effet sur le métabolisme du
citrate et/ou des acides aminés et ouvre la porte a de nouvelles études ciblées sur les mécanismes
métaboliques associés a 1’efficience alimentaire comme [’efficacit¢ de la chaine de

phosphorylation oxydative mitochondriale ou le turnover protéique.

Mots-clés : efficience alimentaire, RFI, agneaux, microbiote ruminal, métabolome.
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