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Valorisation de la lignocellulose
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Objectifs

* Utiliser des communautés microbiennes complexes dégradant naturellement la lignocellulose.
* Rumen
* Termite

 Comprendre comment les communautés microbiennes évoluent.

 Comprendre comment le pool enzymatique évolue.



Dégradation microbienne - enzymes
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Carbohydrate Active Enzymes - CAZymes |
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Meéthode: Digestion anaérobie en réacteurs fermés
avec de la paille de blé comme seule source de carbone

Termite Rumen
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2 réplicats biologiques - 3 réplicats techniques
2x2x4x3 =48 échantillons




Extraction
Séparation sur gel
Digestion a la trypsine

Métaprotéomique

Séparation des peptides
UHPLC

Spectrométrie de masse en tandem
lonisation
Fragmentation
Détection de spectres de masse sur
charge

Analyse bioinformatique des
spectres de masse sur charge
|Identification des protéines




Normalized Spectral Abundance Factor

SpC est le nombre de comptage de spectres attribués a une protéine et L la longueur de la
protéine.

2y,

SpC
DY
Pour un échantillon la somme des abondances NSAF est égale a 1.

Z NSAF; = 1
[

Nous sommes dans le domaine des données compositionnelles

NSAF =




Données compositionnelles

D abondances NSAF de protéines x¢, X5,..., Xp.

Simplex:
SP ={[xy, x5, xpl:x; >0(=1,..,D),x; + -+ xp = 1}

e Travailler dans le simplex: Géométrie d'Aitchison

e Sortir du simplex: Transformation centered log ratio

B _ X1 i 7D
y = clr(x) = [ln (g(x ),m <g(x)>' o <9(x)>]

Avec g(x) = (1%, )"




Imputation des zéros

* 70 % de zéros dans les données initiales.

* Regroupement des protéines au niveau taxonomique ou de la famille de CAZymes: moins de zéros
a remplacer

* Exemple de regroupement a la famille de CAZymes, 30% de zéros.



Imputation des zéros

* Imputation des valeurs trop faibles engendre une distorsion de la structure de covariance
(Martin-Fernandez J.A. et al., 2003).

* Remplacement des zéros par 2/3 du seuil de détection (Lubbe S. et al, 2021; Martin-Fernandez
J.A. et al., 2003).

» Adaptation en utilisant 2/3 de la valeur minimale de chaque variable.



Quantification
NSAF
Annotation
Taxonomique, fonctionnelle et
CAZymes

Workflow
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Analyses multivariées

Prot 1

Prot 2

Prot D

Echantillon 1

Echantillon 2

Echantillon n

PCy = aqqproty + aq,prot, + -+ a,pprot,

PC, = a, proty + a,,prot, + ---+ a,pproty

PC1

PC2

Echantillon 1

Echantillon 2

Echantillon n
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ACP multigroupes

Analyses multivariées

unsupervised supervised

PLS-DA multigroupes
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Multivariate INTegrative method - Partial Least Square- Discriminant

Groupel —

Groupe2 ——

Groupe3 —

Groupe4 —

Analysis
MINT-PLS-DA

Organisation des données

Protéine 1l Protéine2 Protéine3 Protéine D Discriminant Factor
Rumenl T1 T1
Rumenl T2 T2
Rumenl T3 T3
Rumenl T4 T4
Rumen2 T1 T1
Rumen2_T2 T2
Rumen2_T3 T3
Rumen2_T4 T4
Termitel T1 T1
Termitel T2 T2
Termitel T3 T3
Termitel T4 T4
Termite2 T1 T1
Termite2_T2 T2
Termite2 T3 T3
Termite2_T4 T4
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Algorithme de la MINT-PLS-DA
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Résultats

* Analyse au niveau taxonomique et des familles de CAZymes

e Différences entre Inocula: ACP suffisante

» Différences communes entre inocula: Analyses multigroupes

e Variabilité due aux temps de prélevements



PC2: 25% expl. var

Analyse au niveau taxonomique : variance due aux Inocula

PCA Genus grouped by Reactor

PC1: 46% expl. var

Reactor
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* RWS2
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* TWS2

PCA Genus grouped by Time

PC2: 25% expl. var
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Analyse au niveau taxonomique : variance due aux temps

PCA multigroup Genus grouped by Time
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~ X-variate 2: 17% expl. var

Analyse au niveau taxonomique : MINT-PLS-DA

MINT-PLS-DA Genus
Discriminant Factor : Time
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Evolution des taxa discriminants
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Analyses multivariées au niveau des CAZymes

PCA CAZyme families grouped by time MINT-PLS-DA CAZyme families

PC2: 17% expl. var

Discriminant Factor : Time
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iveau des familles de CAZymes

Clustered Image Map
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Fonctions décroissantes liées aux sucres libres

Evolution des fonctions de CAZymes discriminantes

Fonctions croissantes liées a la cellulose et a I’hémicellulose
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Conclusions et perspectives

L’ACP nous permet de connaitre les différences entre inocula.
La MINT-PLS-DA: différences communes aux inocula entre les temps.

Nous identifions:
» L’'évolution des taxa discriminants au cours du temps
» L’évolution des familles de CAZymes au cours du temps

» une diminution d'abondances des protéines impliquées dans la dégradation des sucres
libres

* une augmentation d'abondances des proteines impliquées dans la degradation de
I'némicellulose et de la cellulose.

Intégration de donnees issues de metagéenomique sur les mémes échantillons.



Heatmap des abondances des genres centrées réduites selon les
fonctions, les groupes CIM et les temps
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Heatmap des abondances des genres centrées réduites selon les
fonctions au temps 1 et dans le groupe CIM1
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