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INTRODUCTION 
 

La France est l’un des seuls pays à avoir une aussi grande variété de fromages ; 

aujourd’hui plus de 1000 sortes sont dénombrées, dont 42 bénéficiant d'une appellation 

d’origine contrôlée (A.O.C). La France est réputée comme étant le "pays du fromage", tant au 

niveau de la production que de la consommation. 

Selon le Centre National Interprofessionnel de l'Economie Laitière (C.N.I.E.L, 2005), en 

2004, la France se situe au second rang de la production mondiale de fromages (en volume), 

après les USA et au premier rang européen (1,80 millions de tonnes de fromages soit 25 % de 

la production européenne). Pour la production de fromages à pâte molle, la France détient 

également la première place européenne, avec 473 000 tonnes, soit près de 60 % de la 

production européenne. Le chiffre d’affaires 2004 de l’industrie fromagère (hors fromages 

frais) s’élève à plus de 6,35 milliards d’euros dont 2,1 milliards concernent les fromages à 

pâtes molles. 

Les Français sont les premiers amateurs de fromages, avec une consommation annuelle 

moyenne de 24,5 kg/habitant en 2004 (C.N.I.E.L, 2005). Parmi les fromages au lait de vache, 

la préférence des français va, en premier, aux fromages frais, puis, par ordre décroissant, aux 

fromages à pâte molle, aux fromages à pâte pressée cuite, aux fromages à pâte pressée non 

cuite et aux fromages à pâte persillée. Durant cette même année, les Français ont consommé 

179 800 tonnes de fromages à pâte molle. 

Toujours en 2004, les exportations de fromages représentent environ 30 % de la 

production fromagère française (C.N.I.E.L, 2005). Les pays de l’union européenne sont les 

principaux destinataires de ces exportations (83,8 %). Les fromages à pâte molle, avec 

151 239 tonnes, constituent la plus grande part des exportations fromagères françaises. 

Pour conserver ce rang, et même l'améliorer, l’industrie fromagère française doit veiller 

au respect, à la fois de normes d’hygiène de plus en plus strictes et de la qualité 

organoleptique recherchée par les consommateurs. Pour satisfaire ces conditions, il est 

indispensable de maîtriser la matière première, mais également le processus de transformation 

du lait en fromage et notamment l'affinage qui constitue l'une des étapes clés du processus de 

fabrication. L'affinage résulte principalement de l'action d’une grande variété de micro-

organismes tels que les bactéries, levures et moisissures qui participent à la transformation du 
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caillé en fromage. L’évolution et l'activité de cette flore sont très influencées par les 

conditions d’affinage ainsi que par les interactions entre les différents micro-organismes. 

La flore microbienne est primordiale pour l'établissement des propriétés organoleptiques 

(ex : arôme, saveur, texture et couleur) mais également sanitaires (ex : effet barrière, activités 

anti-microbiennes). Pendant 15 ans, avec l’avènement des techniques taxonomiques en 

biologie moléculaire, les principaux travaux concernant cette flore avaient pour objectif de 

réaliser un inventaire précis des espèces présentes dans les différentes variétés de fromages. 

Actuellement, nous avons donc une image plus juste de la biodiversité de cette flore, elle est 

en grande majorité cultivable et est composée de plus d’une vingtaine d’espèces majeures 

(levures, bactéries et moisissures). Cependant, il est encore très difficile de comprendre leur 

fonctionnement collectif, à la seule lumière des connaissances obtenues sur les souches pures. 

Jusqu’à maintenant, on ne connaît que de façon très imparfaite la nature des interactions 

écologiques entre les micro-organismes présents et l'importance de ces phénomènes sur des 

propriétés clés telles que le maintien de la diversité au sein de ces écosystèmes, leur capacité 

de colonisation du caillé et leur rôle dans le processus d’affinage. La connaissance des 

phénomènes microbiens demeure pourtant essentielle si l’on souhaite obtenir des qualités 

organoleptiques et sanitaire optimale, et de les maintenir tout au long des fabrications. 

Ainsi, malgré l’utilisation dirigée de ferments commercialisés, l’affinage du fromage est 

tributaire de la flore naturellement présente, dont le développement surpasse, dans la majorité 

des cas, la flore inoculée. Cette flore indigène peut provenir des matières premières, de 

l’environnement et des diverses manipulations au cours du procédé de fabrication. De plus, 

elle peut être composée à la fois de micro-organismes d’intérêt technologique, d’altération et 

de pathogènes. La mise en place de procédés de nettoyage et de désinfection au cours du 

procédé a conduit à une diminution globale de ces flores technologiques naturelles. Ceci s’est 

traduit par des produits avec des qualités hygiéniques améliorées mais dont la typicité 

sensorielle est moindre. Or, la typicité des produits traditionnels fermentés est très recherchée 

par les consommateurs. C’est pourquoi la sélection de ferments à partir de souches indigènes 

d’intérêt technologique est un enjeu important, afin de conserver la typicité des produits, tout 

en répondant aux normes sanitaires.  

L’objectif de cette étude est de mettre en évidence le comportement et le rôle possible 

de la levure Yarrowia lipolitica dans le processus d’affinage. En effet, cette levure n’est 

jamais inoculée mais est retrouvée en fin d’affinage dans de nombreux fromages, en 

particulier les fromages à pâte molle. Cette observation permet d’émettre l’hypothèse d’une 

réelle adaptation métabolique de la levure à l’écosystème fromager. Afin de mettre en 
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évidence ces voies métaboliques clés, une première étude de la levure en mono-culture sera 

effectuée. Comme l’étude en mono-culture ne peut être représentative de la réalité de 

l’écosystème fromager, il nous a semblé indispensable d’étudier son comportement en 

interaction avec d’autres micro-organismes. Pour cela, 2 espèces bactériennes communément 

retrouvées dans le fromage ont été retenues : Staphylococcus xylosus et Lactococcus lactis. 

Cette étude permettra d’étudier le métabolisme de la levure en interaction afin d'estimer et/ou 

de prédire des voies métaboliques clés. 

Le séquençage du génome de Y. lipolytica et les outils de biologie moléculaire 

disponibles au laboratoire tels que la puce à ADN de la levure et la RT-PCR quantitative en 

temps réel, ont permis d’envisager une approche moléculaire pour l’étude fonctionnelle de la 

levure. L’utilisation de la puce à ADN a permis un suivi semi-quantitatif de l’expression de 

l’ensemble des gènes dans une condition particulière de culture, tandis qu’une approche ciblée 

sur quelques gènes d’intérêts a été réalisée à l’aide de la RT-PCR quantitative. Les résultats 

transcriptomiques ont été confrontés aux analyses microbiologiques, biochimiques et physico-

chimiques. Ceci nous a permis de déterminer les changements métaboliques dus à la présence 

de différents micro-organismes. 

Ce manuscrit est structuré en deux chapitres. Le premier chapitre est consacré à l’état 

des connaissances et comporte cinq parties. Dans la première partie, la fabrication et l'affinage 

des fromages à pâte molle et à croûte lavée sont présentés. La microbiologie de l’affinage du 

fromage est présentée dans la deuxième partie. La troisième partie aborde les principales 

voies métaboliques impliquées dans ce processus. Dans la quatrième partie sont présentées les 

différents types d’interactions retrouvées dans un écosystème fromager. Enfin les méthodes 

mises en place pour l’étude dynamique et fonctionnelle de cet écosystème sont présentées 

dans la cinquième partie. 

Les résultats des principaux travaux expérimentaux effectués au cours de cette thèse 

sont exposés dans le deuxième chapitre du manuscrit, qui est composé de trois parties. La 

première partie est consacrée à la mise au point d’un protocole d’étude transcriptomique d’un 

écosystème par PCR quantitative. L’optimisation du protocole d’étude par PCR quantitative 

de la levure en présence des deux bactéries a permis le choix de gènes de référence pour 

chaque micro-organisme. La deuxième partie, composée de deux sous-parties, est consacrée à 

l’étude transcriptomique et protéomique de Y. lipolytica en mono-culture dans un milieu 

chimiquement défini (MCD) en se focalisant sur le catabolisme de deux catégories de 

substrats importants lors de l’affinage : le lactate et les acides aminés. La troisième partie est 

consacrée à l’étude d’une co-culture de la levure Y. lipolytica avec deux bactéries 
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Staphylococcus xylosus et Lactococcus Lactis. Cette étude s’est déroulée dans le cadre du 

projet ANR Génoferment dont le but était d’étudier le métabolisme de ces 3 micro-

organismes en association grâce notamment à l’étude transcriptomique. Ce projet a été réalisé 

en collaboration avec différents partenaires détenant les génomes séquencés de L. lactis et de 

S. xylosus : i) l’UMR 5504, UMR 792 Ingénierie des Systèmes Biologiques et des Procédés, 

CNRS, INRA, INSA, 31400, de Toulouse, d’où l’utilisation de la souche L. lactis LD61 et ii) 

l’INRA, centre de Clermont-Ferrand Theix, unité microbiologique, qualité et sécurité des 

aliments, F-63122, Saint-Genès Champenelle d’où l’utilisation de la souche S. xylosus C2a. 

Une première approche a consisté à étudier des interactions générées par cette association 

dans un milieu chimiquement défini, en utilisant une approche ciblée sur des gènes d’intérêts. 

Cette étude a été réalisée par RT-PCR quantitative en temps réel. Dans un deuxième temps 

une approche plus globale de cette association, par puce à ADN de la levure, a été réalisée 

dans un milieu fromager modèle. Ces 3 dernières parties sont présentées sous forme d'articles, 

rédigés en anglais, acceptés ou soumis pour publication.  

Finalement, une conclusion générale permet de récapituler les principaux résultats de ce 

travail et de les analyser de façon plus globale en terme d’application dans la stratégie de 

sélection des ferments d’affinage. Le manuscrit se conclut en présentant les principales 

perspectives envisagées pour la poursuite de cette thématique de recherche. 
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I. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

I. 1. Un écosystème microbien complexe: le fromage 

I. 1. 1. Principes généraux de la technologie fromagère 

Le fromage correspond à un véritable moyen de conservation alimentaire, obtenue grâce 

au jeu croisé de l'élimination plus au moins poussée de l'eau du lait et de la récupération des 

matières sèches. Selon Brûlé et coll (Brûlé et coll., 1997), la transformation du lait en fromage 

comporte trois étapes principales : 

• la coagulation du lait correspond à des modifications physico-chimiques des 

micelles de caséines sous l'action d'enzymes protéolytiques et (ou) de l'acide 

lactique, entraînant la formation d’un réseau protéique tridimensionnel appelé 

coagulum ou gel, 

• l’égouttage du caillé assure une déshydratation partielle du gel, obtenu par 

séparation d'une partie du lactosérum, 

• L’affinage se caractérise par des transformations biochimiques des constituants 

du caillé, essentiellement sous l’action d’enzymes microbiennes. 

Dans la plupart des fabrications, entre l'égouttage et l'affinage, se situe l'opération de salage 

qui représente à la fois un complément d'égouttage et un facteur important de la maîtrise de 

l'affinage par action sur l'activité de l'eau. Selon les paramètres mis en œuvre au niveau des 

différentes étapes de transformation du lait en fromage, une grande variété de produits peut 

être obtenue tel que traduit par Fox et coll (Fox et McSweeney, 2004). 

I. 1. 2. Les fromages à pâtes molles 

Les fromages à pâte molle sont définis dans la norme internationale Codex Alimentarius 

(Codex Stan A-6-1978, révisé 1-1999, amendé 2001) comme étant tous les fromages dont la 

teneur en eau après élimination des matières grasses est supérieurs à 67 %. En France, cette 

catégorie renferme aussi bien les produits traditionnels qui bénéficient d’un label 

« Appellation d’Origine contrôlée » (AOC), souvent produits à partir de lait cru, que des 

produits industriels plus modernes (Ramet, 1997). Selon la conduite de l’affinage, deux types 

de croûte peuvent se développer permettant de diviser cette famille en deux sous-familles : les 

pâtes molles à croûte fleurie (ex : Brie, Camembert, Coulommiers) et les pâtes molles à croûte 

lavée ou croûte morgée (ex : Epoisses, Livarot, Munster). 
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I. 2. La microbiologie de l’affinage 

I. 2. 1. Les levures  

L'impact des levures sur la production, la qualité et la sécurité des produits alimentaires 

est intimement lié à leurs activités biologiques. De récentes avancées dans la compréhension 

de la taxonomie, de l'écologie, de la physiologie, de la biochimie et de la biologie moléculaire 

des levures ont stimulé l’investigation accrue concernant la compréhension de leur rôle dans 

les produits alimentaires.  

Par leur caractère ubiquitaire, les levures se retrouvent présentes à la fois dans le lait et 

dans les fromages. Elles appartiennent à la flore banale du lait cru avec des teneurs moyennes 

de 104 ufc. mL-1 (Baroiller et Schmidt, 1990). L’étude de la composition de quelques 

fromages à pâte molle souligne l’importance et la diversité des espèces présentes dans ces 

produits. Dans les fromages bleus et le camembert, Debaryomyces hansenii, Candida 

catenulata, C. lipolytica, C. kefyr, C. intermedia, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus 

albidus, Kluyveromyces lactis et K. marxiamus sont fréquemment observées (Roostita et 

Fleet, 1996). Cependant, une étude plus récente (Viljoen et coll., 2003) portant sur le 

Camembert et le Brie, a montré que la flore fongique de ces fromages pouvait varier selon les 

saisons. En effet, 20 espèces appartenant à 10 genres différents ont été isolées pendant l’hiver 

alors que, pendant l’été, seulement 7 espèces appartenant à 6 genres l'ont été. De même, des 

études portant sur la diversité de la flore de levure du Camembert ont montré que 

l’importance relative des diverses espèces était également variable selon l’origine du 

Camembert. Ainsi Kluyveromyces marxianus, K. lactis, S. cerevisiae et Zygosaccharomyces 

rouxii prédominent dans le camembert de Normandie (Baroiller et Schmidt, 1990), tandis que 

Debaryomyces hansenii, Y. lipolytica et quelques espèces du genre Candida constituent 

l’essentiel de la flore levure de camemberts fabriqués en Afrique du Sud (Viljoen et coll., 

2003). Des études portant sur la diversité des levures dans le Livarot, ont mis en évidence la 

dominance de C. catenulata, C. intermedia, Geotrichum spp. et Y. lipolytica (Mounier et coll., 

2009). Les levures contribuent de manière très importante au processus d’affinage du 

fromage.  

Dans la fabrication d’un fromage, l'action des levures commence dès les premières 

heures de l'égouttage et se poursuit pendant tout l'affinage (Guéguen, 1995 ; Jacobsen et 

Poulsen, 1995 ; Leclercq-Perlat et coll., 1999 ; Leclercq-Perlat et coll., 2004). Des souches 

variées de D. hansenii, Y. lipolytica, K. marxianus et S. cerevisiae sont fréquemment 
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retrouvées en concentrations élevées dans le fromage (Mounier et coll., 2005 ; Mounier et 

coll., 2006). Elles contribuent au développement des qualités organoleptiques du fromage par 

leurs contributions aux phénomènes tels que la protéolyse, la lipolyse, la consommation 

d’acide lactique et la fermentation du lactose (Addis et coll., 2001). Par la consommation du 

lactate, les levures sont les principaux agents contribuant à la remontée du pH lors des quatre 

à cinq premiers jours d'affinage. Cette désacidification progressive de la surface des fromages 

par les levures est un phénomène fondamental. En effet, elle permet l’installation et le 

développement des bactéries acido-sensibles (Guéguen et Schmidt, 1992 ; Lenoir et coll., 

1985). Ainsi, l’implantation précoce de Brevibacterium aurantiacum et/ou linens, ou de la 

flore corynéforme est favorisée par la croissance de G. candidum (Lecocq et coll., 1996) ou 

de D. hansenii (Eliskases-Lechner et Ginzinger, 1995). D’autre part, la désacidification de la 

pâte contribue aux modifications de la texture (Vassal et coll., 1986), à l’accroissement des 

activités enzymatiques (Lenoir et coll., 1985) et à la répartition des minéraux dans le fromage 

(Le Graët et coll., 1986). En plus de leur activité désacidifiante, les levures sont dotées 

d’activités enzymatiques variées qui leur permettent de contribuer à l'affinage et au 

développement de la flaveur. 

L'industrie alimentaire étant constamment en recherche de développement de nouveaux 

produits, les levures présentent de nouvelles pistes d’exploitation. En effet, les levures se 

développent en coopération avec les bactéries lactiques, et sont souvent à l’origine de la 

typicité organoleptique des produits. De plus, les levures peuvent être utilisées comme 

barrière biologique contre les micro-organismes indésirables et comme agents probiotiques 

(Fleet, 2007). La connaissance des interactions des levures dans leur écosystème est donc un 

enjeu important. Dans ce qui suit, l'aptitude biochimique et le rôle dans l'affinage de la levure 

indigène Y. lipolytica, la levure ayant fait l’objet de mon travail, seront détaillés. 

 

I. 2. 1. 1. Yarrowia lipolytica 

Y. lipolytica est une levure non pathogène qui se développe à l’état naturel dans les sols 

et les effluents. Elle peut également être isolée à partir de matières riches en lipides et en 

protéines tels que les yaourts, les fromages et la charcuterie. 
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I. 2. 1. 1. 1. Taxomie 

Y. lipolytica est un ascomycète de la famille des Saccharomycetaceae (sous famille des 

Saccharomycetoideae). Aucun stade sexué n’ayant été observé, elle fut dans un premier 

temps, classés dans le genre Candida jusqu’à l’identification d’une forme parfaite à la fin des 

années 60 (Wickerham et coll., 1970). Selon les conditions de croissance, les cellules sont 

capables de former des asques, contenant de 1 à 4 ascospores haploïdes, à l’extrémité des 

hyphes. Parmi ces ascospores, deux types cellulaires, dénommés A et B sont différenciés. La 

fusion entre deux cellules haploïdes de type opposé, aboutit à la formation d’un zygote 

diploïde se développant sous forme de mycélium et aboutissant à la formation d’ascospores. 

Cette découverte d’une reproduction sexuée a conduit à renommer la levure Endomycopsis 

lypolytica (Wickerham et coll., 1970), puis S. lipolytica (Yarrow, 1972) et finalement Y. 

lipolytica (Van der Walt et Von Arx, 1980). La reproduction de Y. lipolytica peut être 

également asexuée. Dans ce cas, elle consiste en un bourgeonnement bipolaire (Kreger van 

Rij, 1984). 

 

I. 2. 1. 1. 2. Caractéristiques physiologiques 

Y. lipolytica présente un métabolisme aérobie strict. C’est une levure mésophile qui croît 

entre 10 et 30 ºC et qui est capable de croître jusqu’à 37 ºC (Kreger van Rij, 1984). Elle est 

reconnue comme un organisme GRAS (« Generally Recognized As Safe ») par le FDA 

(« American Food and Drug Administration »). Ceci permet donc de l’utiliser dans les 

industries agroalimentaires ou pharmaceutiques. C’est une levure dimorphique qui forme des 

cellules bourgeonnantes, des hyphes ou des pseudohyphes en fonction du milieu de culture. 

Elle est capable d’assimiler une grande variété de substrats carbonés tels que les sucres 

comme le glucose, le galactose, le mannitol (Kreger van Rij, 1984), le lactate et le citrate 

(Lanciotti et coll., 2005) ainsi que les acides aminés tels que la méthionine (Cernat Bondar et 

coll., 2005). De plus, elle peut utiliser l’éthanol (à une concentration inférieure à 3%) comme 

seule source de carbone (Barth et Gaillardin, 1997) ainsi que le glycérol (Papanikolaou et 

Aggelis, 2003). Cette levure ne peut consommer ni le lactose ni le galactose, contrairement à 

la levure D. hansenii (van den Tempel et Jakobsen, 2000). 

L'activité lipolytique de Y. lipolytica  est très forte. Kohlwein et Paltau (Kohlwein et 

Paltauf, 1984), ont mis en évidence au moins deux systèmes de dégradation des acides gras, 

l’un spécifique des acides gras C12 ou C14 et l’autre spécifique des C16 ou C18, saturés ou 

insaturés. Les acides octanoïque et décanoïque ne sont pas consommés par Y. lipolytica.   
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La plupart des souches de Y. lipolytica, croissent dans un milieu contenant l’acétate 

comme seule source de carbone. Une concentration en acétate pouvant aller jusqu’à 0,4 % est 

bien tolérée. Une concentration supérieure ralentit la croissance, tandis que 1% d’acétate de 

sodium inhibe totalement la croissance (Barth et Gaillardin, 1997) 

Une étude basée sur le rôle de quatre souches de Y. lipolytica, lorsqu’elles sont 

ensemencées comme ferments avec les bactéries (Lanciotti et coll., 2005), a montré un rôle 

complexe et significatif dans les propriétés organoleptiques des fromages. Son évolution est 

fonction du type de produit, de la composition de la flore, du procédé de fabrication et des 

conditions d'affinage.  

 

I. 2. 1. 1. 3. Caractéristiques génomiques 

La séquence du génome entier de la souche E150 de Y. lipolytica a été déterminée par le 

consortium Génolevures (Casaregola et coll., 2000 ; Dujon et coll., 2004). Cette souche 

provient du croisement entre la souche sauvage CBS6124-2 isolée de maïs d’origine 

américaine, et la souche W29 provenant des égouts de Paris. Cette levure présente un génome 

de 20,5 Mb composé de six chromosomes. Elle diverge considérablement des autres levures 

ascomycètes par (i) son contenu en G+C (environ 50%), (ii) de sa densité de gènes (un pour 

3,3 kb pour Y. lipolytica contre un pour 2 kb pour S. cerevisiae ), (iii) sa haute fréquence en 

intron (13 % des gènes ont au moins un intron), (iv) la répartition de son ADNr dans 7 loci 

situés dans les régions subtélomériques du génome (un seul locus chez S. cerevisiae), (v) le 

faible niveau de similarité de ses gènes avec les autres levures, (vi) son contenu en éléments 

transposables (Neuveglise et coll., 2005 ; Neuveglise et coll., 2002). Ces différences font que 

Y. lipolytica est considérée comme une levure ascomycète atypique à la frontière entre les 

levures hémiascomycètes et les champignons filamenteux ascomycètes. 

 

I. 2. 1. 1. 4. Outils génétiques 

Y. lipolytica a fait l’objet de développements d’outils génétiques adaptés et performants. 

Ainsi, un système de transformation (Gaillardin et coll., 1985), un système de disruption 

(Fickers et coll., 2003), des vecteurs de type réplicatif (Fournier et coll., 1991) et intégratif 

(Gaillardin et Ribet, 1987), un système d’amplification de gènes (Le Dall et coll., 1994) et la 

caractérisation de promoteurs fortement régulés ou constitutifs (Blanchin-Roland et coll., 

1994) facilitent l’élaboration de stratégies d’ingénierie génétique. De plus, la connaissance du 
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génome de cette levure non conventionnelle a permis la construction d’une puce à ADN 

complète, permettant une étude transcriptomique. 

 

I. 2. 1. 1. 5. Y. lipolytica 1E07 

L’objectif de ce travail étant l’étude de la levure dans un écosystème fromager, la 

souche de Y. lipolytica 1E07 provenant du Livarot a été sélectionnée (Bonaïti et coll., 2005). 

Cette souche de Y. lipolytica est constamment retrouvée dans le fromage à pâte molle en fin 

d’affinage (Irlinger 2009, communication personnelle). La forte similarité phylogénétique 

entre les différentes souches de Y. lipolytica a permis d’envisager l’utilisation de la puce à 

ADN complète provenant de la souche séquencée de Y. lipolytica E150. 

 

I. 2. 2. La flore bactérienne 

La flore bactérienne utile des fromages à pâte molle comprend deux grands groupes : les 

bactéries lactiques et les bactéries de surface (Choisy et coll., 1997b). 

 

I. 2. 2. 1. Les bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques utilisées dans l'industrie fromagère ont en commun une aptitude 

à produire de grandes quantités d'acide lactique à partir du lactose. Ce sont des bactéries 

Gram-positif, immobiles, ne formant pas de spores, ne produisant pas de catalase et ne 

réduisant pas les nitrates. Elles sont anaérobies facultatives ou microaérophiles et, de ce fait, 

ne tolèrent que de très faibles concentrations d'oxygène (Cantéri, 1997). La morphologie des 

cellules varie selon l’espèce : coques, coccobacilles ou bâtonnets. 

Lors de la fabrication des fromages, leur croissance et leur action acidifiante 

commencent dès leur ensemencement dans le lait. En général, leur concentration reste 

constante durant l'affinage dans le hâloir (Hassouna et Guizani, 1995 ; Lortal et Chapot-

Chartier, 2005).  

Il existe deux types de ferments lactiques : les ferments mésophiles, composés de 

bactéries dont la température optimale de croissance est proche de 30 °C et les ferments 

thermophiles, pour lesquels la température optimale se situe entre 37 et 43 °C.  

Le genre Lactococcus comprend les espèces garvieae, lactis, piscium, plantarum et 

raffinolactis. Les espèces de ce genre ont une morphologie en forme de coques souvent 

assemblées en chaînettes de longueur variable. Elles ont un métabolisme homofermentaire et 
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produisent exclusivement de l'acide lactique L(+) à partir du lactose. Elles se caractérisent par 

une température optimale de croissance voisine de 30 °C, par leur thermosensibilité et leur 

inaptitude à croître à de fortes concentrations en sel (6,5 % de NaCl) et dans des milieux 

basiques (pH au-delà de 9,6) (Dellaglio, 1994). L’espèce lactis est subdivisée en trois sous-

espèces nommées cremoris, hordniae et lactis (Holzapfel et coll., 2001 ; Stiles et Holzapfel, 

1997).  

Les Leuconostoc sont les seules bactéries en forme de coque à avoir un métabolisme 

hétérofermentaire ; à partir des hexoses elles produisent du dioxyde de carbone, de l'éthanol 

(ou de l'acide acétique) et de l'acide lactique D(-). Les cellules des Leuconostoc sont de forme 

lenticulaire ou sphérique, disposées par paires ou en chaînettes. Leur température optimale de 

croissance est comprise entre 25 et 30 °C (Dellaglio, 1994). La sous-espèce Ln. mesenteroides 

ssp mesenteroides n’acidifie le lait que très lentement ; c’est pourquoi elle est toujours 

associée à des lactocoques acidifiants (Choisy et coll., 1997b). 

La fonction principale des bactéries lactiques est de transformer le lactose en acide 

lactique. Cette activité acidifiante favorise l’égouttage du caillé et règle son degré de 

minéralisation ainsi que son pH (Cantéri, 1997). La flore lactique des fromages permet aussi 

de créer des conditions de milieu inhibant le développement de nombreux micro-organismes 

indésirables. Outre ces fonctions, les bactéries lactiques contribuent à l’affinage par leur 

activité protéolytique. Selon Law et Haandrikman (1997), de nombreuses enzymes 

protéolytiques sont intracellulaires, d'où l’importance de la lyse de ces bactéries lors de 

l’affinage des fromages (Dako et coll., 1995 ; Lortal et Chapot-Chartier, 2005). En dépit de la 

présence d'enzymes lipolytiques membranaires capables d’hydrolyser des acides gras libres, 

des tri, di et mono-acylglycérides (El Soda, 1993), les bactéries lactiques (en particulier les 

lactocoques) sont généralement considérées comme faiblement lipolytiques par comparaison 

avec d’autres espèces bactériennes telles que Pseudomonas, Acinetobacter ou Flavobacterium 

(Brennan et coll., 2002). Cependant, leur présence dans les fromages, à des concentrations 

élevées, et pendant des périodes plus au moins importantes, peut les amener à libérer des 

quantités non négligeables d’acides gras libres (Das et coll., 2005). De plus, les bactéries 

lactiques produisent de petites quantités de molécules aromatiques (acétaldéhyde, acide 

acétique, éthanol, diacétyle), principalement à partir du lactose et/ou du citrate (Olson, 1990 ; 

Urbach, 1995). 
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I. 2. 2. 1. 1. Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis LD61 

La souche Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis LD61 a été sélectionnée 

pour ce travail. Cette souche est utilisée dans l’industrie laitière pour la fabrication de 

fromages. Cette souche contient des plasmides portant les gènes d’utilisation du lactose, et 

des gènes codant pour des protéases. Comme tout les biovar diacetylactis, elle contient 

également les gènes nécessaires à la production de diacétyle. 

 

I. 2. 2. 2. Les bactéries de surface 

La flore bactérienne technologique non lactique est retrouvée à la surface de différents 

types de fromages, comme les pâtes molles (Camembert, Munster), les pâtes persillées 

(Roquefort) ou les pâtes pressées cuites (Comté, Gruyère). Leur importance relative dépend 

du type de fromage. Les bactéries d’affinage appartiennent en grande partie, aux groupes des 

staphylocoques et des bactéries corynéformes (Goerges et coll., 2008 ; Maoz et coll., 2003 ; 

Mounier et coll., 2005). Les staphylocoques et les bactéries corynéformes possèdent en 

commun certains caractères physiologiques qui expliquent leur aptitude à s’implanter à la 

surface des fromages : elles sont le plus souvent aérobies, mésophiles, halotolérantes et 

acidosensibles, ne pouvant de ce fait se développer que dans une zone de pH proche de la 

neutralité (6 à 8,5).  

Depuis ces 5 dernières années, grâce à l’utilisation des techniques de biologie 

moléculaire ne nécessitant pas l’isolement préalable sur milieux spécifiques, émergent deux 

groupes bactériens non négligeables : le groupe des bactéries à Gram-négatif et celui des 

bactéries d’origines marines. Au cours de l’affinage, la flore bactérienne à Gram-négatif est 

capable de se développer à la surface de fromages à pâte molle (Feurer et coll., 2004a ; Feurer 

et coll., 2004b ; Mounier et coll., 2005 ; Rea et coll., 2007). En effet, des bactéries Gram-

négatif de la classe des Gamma-Proteobacteria : Pseudoalteromonas sp., Hafnia sp., Vibro 

sp, et Halomonas sp., ont été mises en évidence sur le Livarot et d’autres fromages à croûte 

lavées (Maoz et coll., 2003 ; Mounier et coll., 2009). Les espèces Vibro sp, et Halomonas sp. 

sont des bactéries d’origine marine. De plus, la bactérie Gram-positif Marinilactibacillus 

psychrotolerans originaire de l’environnement marin a été isolée à la surface de plusieurs 

fromages à pâte molle (Feurer et coll., 2004a ; Maoz et coll., 2003 ; Mounier et coll., 2005). 

Récemment un intérêt particulier a été porté aux propriétés aromatiques des Gram-négatif 

comme Proteus vulgaris et Psychobacter sp. isolés du fromage (Deetae et coll., 2007).  
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I. 2. 2. 2. 1. Les bactéries corynéformes  

Le terme de bactérie corynéforme a regroupé pendant longtemps les bactéries dont la 

morphologie était décrite « en forme de massue » (étymologie grecque de corynébactérie) et 

capables d’effectuer un cycle de transformation de bâtonnet en coque. Ce groupe renfermait 

un ensemble de bactéries hétérogènes sur le plan taxonomique. Ce sont des bactéries à Gram-

positif, catalase positive, non mobiles, le plus souvent aérobies. Les bactéries corynéformes 

sont reliées à la branche Actinobacteria (G+C % supérieure à 50%). La taxonomie de ce 

groupe a beaucoup évolué depuis ces 15 dernières années et les travaux de Stackebrandt et 

coll. (Stackebrandt et coll., 1997) ont conduit à une nouvelle classification scindant en deux 

sous ordres le groupe des bactéries corynéformes : Micrococcineae et Corynebacterineae, 

composés respectivement de 9 et 6 familles. Plusieurs études ont montré que les bactéries de 

surface présentent une diversité de genres et constituent une part importante, voir dominante, 

de la flore microbienne de divers types de fromages, comme le Munster (Valance, 1996), le 

Tilsit (Bockelman et coll., 1997), le Gubbeen (Brennan et coll., 2002 ; Mounier et coll., 

2007). Ces bactéries se trouvent en association avec des levures telles que D. hansenii et G. 

candidum. La désacidification du milieu dû à la consommation du lactate par D. hansenii et la 

production d’ammoniac favorise l’implantation des Corynebacterium. Ces bactéries ont un 

rôle prédominant dans l’affinage des fromages. En effet, les bactéries corynéformes sont 

connues pour tre capable de produire des composés soufrés qui renforcent les caractères 

"fromager" et "affiné" d’un fromage (Arfi et coll., 2003 ; Arfi et coll., 2005 ; Rattray et Fox, 

1999). Cette flore appartiendrait aux genres Micrococcus, Arthrobacter, Brevibacterium, 

Microbacterium, Corynebacterium ou encore Brachybacterium. Récemment de nouvelles 

souches de Corynebacterium ont été identifiées à la surface du fromage telles que 

Arthrobacter arilaitensis, Arthrobacter bergerei, Corynebacterium casei, Corynebacterium 

mooreparkense, Microbaterium gubbeenense et Brevibacterium aurantiacum (Mounier et 

coll., 2007). Pendant une vingtaine d’années, de nombreuses études se sont focalisées sur 

l’espèce B. linens (Famelart et coll., 1987 ; Famelart et coll., 1987 ; Masoud et Jakobsen, 

2005) considérée comme « le ferment du rouge » par les professionnels, et la bactérie de 

surface majoritaire des fromages à pâtes molles. Désormais, il a été montré que, très souvent, 

la croissance de micro-organismes indigènes est plus importante que celle de B. linens au 

cours d’un cycle d’affinage (Irlinger et Mounier, 2009).  
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I. 2. 2. 2. 1. 1. Arthrobacter   

Ce genre est principalement retrouvé à la surface des fromages à croûte lavée (Corsetti 

et coll., 2001 ; Feurer et coll., 2004b ; Valdes-Stauber et coll., 1997). Arthrobacter citreus et 

A. globiformis ont été isolés de Tilsit (Eliskases-Lechner et Ginzinger, 1995). Deux nouvelles 

espèces, appartenant au genre et isolées de la surface de fromage à croûte lavée, ont été 

récemment décrites : A. arilaitensis et A. bergerei (Irlinger et coll., 2005). On peut 

raisonnablement penser que les souches assignées à l’espèce A. nicotianae avant 2005 et 

isolées de la surface du Brie, du Camembert et du Limburger (Goerges et coll., 2008 ; 

Marcellino et Benson, 1992 ) sont assignées à l’espèce A. arilaitensis. L’espèce A. arilaitensis 

était, jusqu’à présent, confondue avec A. nicotianae du fait de l’homologie de leur séquence 

16S (98 %) (Goerges et coll., 2008). De récents travaux ont mis en évidence la forte capacité 

de A. arilantensis à s’implanter à la surface du fromage en comparaison avec B. linens et B. 

aurantiacum (Mounier et coll., 2008). Goerges et coll., (2008) ont montré par PFGE (Pulse 

Field Gel Electrophoresis) que la souche commerciale de A. arilaitensis utilisée comme 

ferment dans un fromage à pâte molle et à croûte lavée, ne s’implantait pas dans le fromage 

contrairement à la souche « sauvage » de la même espèce. Ceci traduit la nécéssite 

d’approfondir nos connaissances de la flore indigène fromagère. 

 

I. 2. 2. 2. 1. 2. Brevibacterium 

Le genre Brevibacterium est l'unique genre de la famille des Brevibacteriaceae. Plus de 

25 espèces différentes ont été décrites au sein du genre Brevibacterium mais seules B. avium, 

B. casei, B. epidermidis, B. iodinum, B. linens, B. luteolum, B. paucivorans et B. otitidis 

semblent effectivement appartenir à ce genre. B. linens est l'espèce type du genre 

Brevibacterium (Rattray et Fox, 1999). Cependant, une étude de l’homologie ADN-ADN a 

révélé la présence d’une hétérogénéité au sein de cette espèce (Fiedler et coll., 1981). A partir 

de cette espèce, quatre espèces différentes ont ainsi pu être nouvellement décrites. B. 

aurantiacum est la plus représentée en surface des fromages (Gavrish et coll., 2004 ; Rea et 

coll., 2007). La souche type décrivant cette nouvelle espèce est ATCC 9175, anciennement 

souche de référence de l'espèce B. linens. La souche type actuelle de B. linens est ATCC 

9172. L’espèce B. aurantiacum est caractérisée par une relative haute tolérance au sel (15%) 

et est donc capable de supporter les conditions de pression propres à la surface des fromages à 

croûte lavée. Cette bactérie, a déjà été isolée du Gubbeen (Rea et coll., 2007). Nommée aussi 

 20



« ferment du rouge », elle est appelée ainsi du fait de sa capacité à produire un pigment 

caroténoïde rouge-orangé. 

L’espèce B. linens est la bactérie la plus communément utilisée dans les ferments 

d’affinage. Or, de récents travaux ont montré son manque de compétitivité dans de nombreux 

fromages (Goerges et coll., 2008 ; Rea et coll., 2007). En effet, la croissance de B. linens 

serait ralentie voir arrêtée en présence de la microflore indigène (Mounier et coll., 2006). 

Cette observation montre l’importance de prendre en compte la capacité d’adaptation et de 

compétition des souches inoculées et présentes à la surface des fromages. 

 

I. 2. 2. 2. 1. 3. Corynebacterium 

Ce genre fait partie de la microflore dominante de la surface de nombreux fromages. 

Environ cinq espèces sont isolées de la surface des fromages à croûte lavée : 

Corynebacterium variabile, C. casei, C. flavescens, C. ammoniagenes et C. variabile 

représentent 32% des bactéries corynéformes isolées à partir du Brick (Valdes-Stauber et 

coll., 1997). L’espèce C. variabile a été isolée du Domiati, un fromage égyptien traditionnel 

(El-Baradei et coll., 2007). D’après Gelsomino et coll.(2005), C. variabile est un synonyme 

de C. mooreparkense qui peut représenté jusqu’à 26 % des isolats dans un fromage à pâte 

molle et à croûte lavée (Brennan et coll., 2001a). Les 2 espèces C. casei et C. variabile sont 

dominantes dans plusieurs fromages à pâte molle. En effet, elles sont retrouvées dans 3 

fromages irelandais, l’Ardrahan, le Durrus et le Milleens mais également dans un fromage 

français à pâte molle et à croûte lavée (Feurer et coll., 2004a ; Maoz et coll., 2003 ; Mounier 

et coll., 2005).  

 

I. 2. 2. 2. 1. 4. Microbacterium 

Les espèces appartenant au genre Microbacterium sont retrouvées de façon sporadique 

et en petit nombre à la surface des fromages à croûte lavée (Eliskases-Lechner et Ginzinger, 

1995 ; Valdes-Stauber et coll., 1997). Dans le Gubbeen, 12% des bactéries corynéformes ont 

été identifiées comme appartenant à Microbacterium gubbeenense, une nouvelle espèce 

décrite par Brennan et coll. (Brennan et coll., 2001b ; Brennan et coll., 2002). Plus tard, les 

travaux de Mounier et coll (Mounier et coll., 2005) ont pu aussi mettre en évidence la 

présence de cette espèce dans le Gubbeen. Cette espèce a aussi été retrouvée dans le Domiati 

(El-Baradei et coll., 2007) et dans un fromage artisanal à pâte molle et à croûte lavée (Feurer 
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et coll., 2004a). Elle possède une faible activité protéolytique mais semble être capable de 

produire du méthanethiol à partir de la méthionine (Brennan et coll., 2002). 

 

I. 2. 2. 2. 1. 5. Micrococcus 

Ce genre appartient à la famille des Micrococcineae et est très proche 

phylogénétiquement du genre Arthrobacter (Stackebrandt et coll., 1997). Il possède 

cependant des caractères morphologiques identiques aux staphylocoques. Contrairement à ce 

que l’on a longtemps cru et écrit, ce genre est beaucoup plus rarement rencontré que le genre 

Staphylococcus à la surface des fromages. En effet, les isolats retrouvés représenteraient 

moins de 20% des coques à Gram-positif (Massa et Turtura, 1989). Les microcoques 

semblent montrer une forte activité estérasique et n’ont pas un rôle important dans la 

protéolyse des fromages (Ortiz de Apocada et coll., 1993). L’espèce M. luteus a été isolée 

dans l’Ardrahan (Mounier et coll., 2005). 

 

I. 2. 2. 2. 1. 6. Brachybacterium 

Ce sont des bactéries Gram-positives, non mobiles et essentiellement aérobies. Ce genre 

a été établi à partir d’une espèce, Brachybacterium faecium qui, très longtemps classée dans le 

genre Brevibacterium, avait comme particularité des profils de paroi différents, en terme de 

lipides et de ménaquinones (Collins et coll., 1988, (Schubert et coll., 1996). Les travaux de 

Irlinger (Irlinger, 2000) et Lefresne (Lefresne, 2000) ont montré que ce genre est fortement 

représenté dans les fromages à pâtes pressés cuites et spécifiquement les espèces B. 

alimentarium et B. tyrofermentans qui, avec B. nesterenkovii, font partie de trois espèces 

décrites et isolées des produits laitiers (Duthoit et coll., 2003 ; Gvozdiak et coll., 1992 ; 

Schubert et coll., 1996). Peu d’études mettent en évidence la présence d’isolats du genre 

Brachybacterium à la surface des fromages. Schubert et coll.,(Schubert et coll., 1996) ont 

montré par une approche moléculaire que des isolats de la surface de Gruyère, Beaufort ou 

Camembert les plus halotolérants et pigmentés en jaune, étaient assignés aux genres B. 

alimentarum et B. tyrofermentans. Feurer et coll (2004a) ont mis en évidence la présence de 

B. tyrofermentans dans un fromage à pâte molle. Les travaux de Duthoit et coll (Duthoit et 

coll., 2005), ont permis d’isoler B. nesterenkovii dans des fromages AOC. 
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I. 2. 2. 2. 2. Les Staphylocoques 

Le nom de « Staphylococcus » vient du mot staphyle qui signifie grappe de raisin et du 

mot latin coccus qui signifie grain. Pendant longtemps, les staphylocoques ont été associés, 

d’un point de vue taxonomique, aux microcoques. A partir de 1997, la nouvelle classification 

hiérarchique de la classe des Actinobacteria proposée par Stackebrandt et coll.(Stackebrandt 

et coll., 1997) redéfinit la famille des Micrococcaceae dont le genre Staphylococcus ne fait 

plus partie. Ce genre fait désormais partie de la branche des Firmicutes (% GC compris entre 

30 et 39 %), et la sous-branche Clostridium-Bacillus qui comprend toutes les espèces à Gram-

positif dont l’ADN présente un G+C % inférieur à 55. Certaines espèces, appartenant au genre 

Staphylococcus, et productrices de coagulase et/ou d’entérotoxines sont potentiellement 

pathogènes. Staphylococcus aureus fait partie des 6 espèces à coagulase positive. Les espèces 

à coagulase négative ne sont pas pathogènes ou alors uniquement de façon opportuniste, et ce 

sont des bactéries que l’on retrouve le plus fréquemment dans les écosystèmes fromagers 

(Irlinger, 2008). Staphylococcus equorum, Staphylococcus vitulinus et Staphylococcus xylosus 

sont les espèces les plus fréquemment retrouvées dans les fromages à croûte lavée (Hoppe-

Seyler et coll., 2004 ; Irlinger et Morvan, 1997). Ces staphylocoques à coagulase négative 

sont principalement rencontrés en début d’affinage et en très petit nombre en comparaison 

avec les bactéries corynéformes (Brennan et coll., 2002). Dans le Stilton, l’espèce 

Staphylococcus a été identifiée et plus particulièrement S. equorum (Ercolini et coll., 2003). 

Dans le Tilsit, l’ensemble des souches de staphylocoques isolées représente entre 5 et 15% de 

la microflore présente (Bockelmann et Hoppe-Seyler, 2001) et seulement 2,5% dans le 

Gubbeen (Brennan et coll., 2002). Les travaux menés par Mounier et coll (Mounier et coll., 

2005) dans 4 fromages à pâtes molles, ont permis d’isoler différentes espèces de 

staphylocoques. L’espèce S. epidermidis a été uniquement isolée dans le Durrus, S. equorum 

dans l’Ardrahan et le Millon, tandis que S. saprophyticus a été isolée du Gubbeen. Les 

souches de staphylocoques d’origine fromagère sont halo-tolérantes (Mounier et coll., 2007). 

L’espèce S. equorum possède des propriétés lipolytiques et protéolytiques qui participent à la 

formation de la morge (Curtin et coll., 2002). L’espèce S. sciuri a montré agir comme 

stimulateur de croissance de A. nicotianae (Bockelmann et Hoppe-Seyler, 2001). 
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I. 2. 2. 2. 2. 1. Staphylococcus xylosus et la souche C2a 

L’espèce S. xylosus présente un intérêt majeur pour plusieurs raisons. Cette espèce est 

utilisée comme ferment pour la fabrication des produits carnés (saucisson) et laitiers 

(fromage). Elle joue donc un rôle important dans le processus de fermentation en participant 

aux caractéristiques sensorielles de plusieurs produits fermentés.  

La souche C2a assignée à l’espèce S. xylosus est une bactérie commensale de la peau 

(Nagase et coll., 2002). Elle contient le plasmide pSX267 provenant de la souche type 

DSM20267 (Götz et coll., 1983) et est transformable. Elle est capable de se développer dans 

des produits carnés (saucisson) ainsi que sur matrice fromagère (le rétentat). C’est pourquoi 

cette souche a été retenue pour le séquençage du génome de l’espèce S. xylosus par l’équipe 

de l’INRA de Clermont-Ferrand Theix. 

Comme nous avons pu le voir, l’écosystème fromager est complexe et constitué le plus 

souvent de nombreuses populations différentes qui se succèdent et/ ou évoluent ensemble en 

interagissant fortement entre elles. Maîtriser cette flore passe donc par la compréhension des 

mécanismes d’adaptation des micro-organismes et types d’interactions qui régissent le 

procédé d’affinage. On pourra ensuite développer des ferments mieux adaptés et plus 

compétiteurs par rapport à la flore endogène. 

 

I. 3. Voies métaboliques importantes pour l'affinage des fromages 

L’évolution des principaux paramètres physico-chimiques relatifs à l'affinage des 

fromages à pâte molle a fait l’objet de nombreuses études (Choisy et coll., 1997a ; Fox et 

McSweeney, 2004 ; Hassouna et Guizani, 1995 ; Leclercq-Perlat et coll., 2004 ; Lenoir et 

coll., 1985 ; Vassal et coll., 1986). Les évolutions observées diffèrent entre la surface et 

l’intérieur du fromage. Plusieurs types de réactions concernent, simultanément ou 

successivement, les principaux constituants du caillé, c’est à dire le lactose, lactate, les 

protéines et la matière grasse, ainsi que leurs produits de dégradation. 

 

I. 3. 1. Métabolisme du lactose et du lactate 

La quantité de lactose restant dans le fromage au début de l'affinage dépend des 

modalités de la coagulation et de l'égouttage. Ceci est notamment dû à l'activité des levains 

lactiques, au lavage ou non des grains de caillé, au degré d'égouttage et aux conditions de 

salage (Choisy et coll., 1997a). Le lactose est donc métabolisé, très tôt lors des fabrications 
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fromagères, en D- et L-lactate principalement par les bactéries lactiques (Mc Sweeney, 2004). 

Comme le décrivent Leclercq-Perlat et coll. (2004) dans le cas du camembert, en surface, le 

lactose est consommé rapidement, durant les 8 premiers jours, avec une vitesse de l'ordre de 

0,8 ± 0,2 mmol/kg de fromage sec par jour. Au cœur, la concentration en lactose est un peu 

plus importante et il est métabolisé plus lentement. Ce composé ne disparaît entièrement que 

vers le 15ème jour d’affinage. Cette disparition peut être attribuée à l’action des bactéries 

lactiques, mais aussi à celle des levures capables de consommer le lactose à la surface des 

fromages (Soulignac, 1995). 

L’acide lactique, présent essentiellement sous forme de lactate, est lui-même métabolisé 

selon plusieurs voies (Mc Sweeney, 2004). Dans le Munster, il est principalement métabolisé 

par les levures pour donner de l'eau et du dioxyde de carbone. Dans le Camembert, la 

concentration en lactate augmente rapidement durant les 6 premiers jours d'affinage au cœur 

et à la surface du fromage dû à l’activité des bactéries lactiques qui dégradent le lactose et le 

transforme en lactate. Selon Leclercq-Perlat (Leclercq-Perlat et coll., 2004), cette 

concentration augmente avec une vitesse moyenne de l'ordre de 16 ± 0,3 mmol/kg.jour. Après 

le 6ème jour, la concentration en lactate à la surface décroît avec une vitesse moyenne de 

l'ordre de 12,5 ± 0,5 mmol/kg.jour jusqu'au 25 ou 27ème jour, puis avec une vitesse moyenne 

de l'ordre de 3,7 ± 0,05 mmol/kg.jour pour devenir négligeable à partir du 35ème jour. 

L'évolution de la consommation du lactate au cœur suit la même évolution que celle de la 

surface, le lactate n’étant totalement consommé qu'au bout du 40ème jour. 

 

I. 3. 2. Protéolyse et transformation des acides aminés 

I. 3. 2. 1. Micro-organismes protéolytiques du fromage 

La protéolyse consiste en l’hydrolyse de la caséine à l’aide de coagulant (ex : 

chymosine, pepsine, protéinase végétale), de plasmine et de présure. L’évolution du degré de 

protéolyse, au cours de l’affinage, est différente entre la surface et le cœur des fromages à 

pâte molle. Ceci est essentiellement dû à deux raisons (Noomen, 1983) :  

- les enzymes microbiennes (principal agent de la protéolyse) ne diffusent que modérément 

dans la matrice fromagère, 

- la croissance des micro-organismes les plus protéolytiques (G. candidum et P. camemberti) 

est beaucoup plus importante à la surface qu'au cœur du fromage. 

L'action déterminante des Penicillium est bien mise en évidence dans le camembert où 

l'activité protéolytique mesurée à la surface est beaucoup plus importante que celle mesurée à 
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cœur (Lenoir et coll., 1985). Outre l’action de Penicillium et de Geotrichum, cette dégradation 

peut être également réalisée par la flore bactérienne de surface, par exemple les bactéries 

corynéformes et les microcoques (Dako et coll., 1995 ; Farkye et coll., 1995).  

Des études ont également mis en évidence la capacité de Y. lipolytica à hydrolyser les αs1 et β 

caséines in vitro et à induire l’hydrolyse des protéines dans le lait écrémé (Lucia et coll., 

2001). L’importante activité tyrosinase de certaines souches de Y. lipolytica serait responsable 

de la production de pigments bruns à la surface des fromages (Carreira et coll., 2001 ; van den 

Tempel et Jakobsen, 2000). 

 

I. 3. 2. 2. Métabolismes des acides aminés, produits de dégradation des protéines 

Les acides aminés résultent, dans les fromages, de la dégradation des protéines 

principalement par les protéases et peptidases de la flore microbienne (Figure 1).  

N’étant pas volatils, les acides aminés en tant que tels ne possèdent aucun potentiel 

aromatique. Cependant, ils donnent naissance à de nombreuses molécules odorantes soit en 

subissant des réactions de dégradation, soit en réagissant spontanément avec d’autres 

molécules (Fox et Wallace, 1997).  
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Figure 1 : Protéolyse et catabolisme des acides aminés durant l’affinage du fromage (d’après 

Yvon et Rijnen, 2001) 

On distingue 2 types de flore : starter ou non-starter. La flore starter correspond aux 

ferments lactiques ensemencés volontairement dans le lait. Celle non-starter, peu 

correspondre i) à la flore lactique retrouvée naturellement dans le fromage ii) à celle 

apportée par l’atmosphère des ateliers de fabrication ou iii) à la flore d’affinage. 
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Figure 2 : Principales voies cataboliques des acides aminés (d’après Yvon et Rijnen, 2001). 

Ces voies ont été identifiées chez différents micro-organismes. Les voies purement chimiques 

décrites au cours de l’affinage du fromage sont représentées par des flèches en pointillé. 

MGL : Méthionine γ-lyase ; CBL : cystathionine β-lyase ; CGL : cystathionine γ-lyase ; TPL : 

tyrosine-phénol lyase ; TIL : tryptophane indole lyase, Tyr : Tyrosine, Trp : Tryptophane, 

Met : méthionine ; aldDH : aldéhyde déshydrogénase ; α-KADH : α-cétoacide 

déshydrogénase, α-KAD : α-cétoacide décarboxylase, HA-DH : hydroxyacide 

déshydrogénase ; Alcool DH : alcool déshydrogénase. 
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Le catabolisme des acides aminés à chaînes carbonées ramifiées (leucine, isoleucine et 

valine), des acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine, tryptophane) et de la 

méthionine, a une grande importance dans l’aromatisation des fromages (Tableau 1). 

Tableau 1 : Nom et nature chimique des principaux composés d’arôme issus des acides 

aminés branchés, aromatiques ou de la méthionine (Yvon et Rijnen, 2001). 

Acides aminés Aldéhydes Alcools Acides carboxyliques Thiols/divers

Leucine 3-Méthylbutanal ou isovaléraldéhyde 3-Méthylbutanol Acide 3-méthylbutanoïque ou 
acide isovalérique

Isoleucine 2-Méthylbutanal 2-Méthylbutanol Acide 2-méthylbutanoïque

Valine 2-Méthylpropanal ou isobutyraldéhyde 2-Méthylpropanol Acide 2-méthylpropanoïque 
ou acide isobutyrique

Phénylalanine Phénylacétaldehyde, benzaldéhyde (-2C) Phényléthanol Acide phénylacétique

Tyrosine OH-Phénylacetaldehyde, OH-benzaldéhyde (-2C) OH-Phényléthanol Acide OH-phénylacétique p -Crésol, phénol

Tryptophane Indol-2-acétaldéhyde, indol-3-aldéhyde Tryptophol Acide indol-3-acétique Skatole, indole

Méthionine 3-Méthylthiopropanal, ou méthional 3-Méthylthiopropanol Acide 3-méthylpropionique Méthanethiol  
 

Jauniaux et coll. (1990) ont mis en évidence un transporteur général d’acides aminés 

(GAP1) chez S. cerevisiae. Une fois transportés dans la cellule, les acides aminés sont ensuite 

dégradés par différentes voies enzymatiques. Dans le cas de la méthionine, des activités 

enzymatiques parmi lesquelles la L-méthionine déméthiolase, le KMBA (acide-2-céto-4-

méthylthiobutyrique) déméthiolase et la L-méthionine aminotransférase ont été détectées chez 

les levures G. candidum, Kluyveromyces sp., D. hansenii, Y. lipolytica et S. cerevisiae (Arfi et 

coll., 2002 ; Arfi et coll., 2003 ; Bonnarme et coll., 2001 ; Cernat Bondar et coll., 2005 ; 

Kagkli et coll., 2006). L’activité L-méthionine aminotransférase est de loin l’activité la plus 

importante chez G. candidum et Kluyveromyces sp., avec une accumulation transitoire de 

KMBA. Récemment, Kagkli et coll., (Kagkli et coll., 2006) ont montré que les gènes 

KlARO8.1 et KlARO8.2 jouaient un rôle prépondérant dans l’étape de transamination de la L-

méthionine chez K. lactis. L’aminotransférase aromatique a aussi été caractérisée chez L. 

lactis (Roudot-Algaron et Yvon, 1998), chez des souches de Lactobacillus (Gummalla et 

Broadbent, 2001) et chez B. linens (Lee et coll., 1985). L’indole, le phénol, le scatole et le p-

crésol sont des composés issus de la dégradation des acides aminés aromatiques. Ces derniers 

provoquent des défauts d’arôme en conférant au fromage des notes phénolique ou fécal. Ces 

composés sont pourtant retrouvés en quantité importante dans les fromages et plus 

particulièrement dans les fromages à pâte molle croûte lavée, tels que le Maroilles, le Livarot, 

le Limburger ou le Vacherin (Dummont et coll., 1974a). 

Les aminotransférases intervenant dans la dégradation des acides aminés à chaîne ramifiée ont 

été caractérisées chez de nombreux micro-organismes fromagers : Lactococcus lactis (Ayad et 
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coll., 2000), L. lactis subsp. cremoris (Yvon et coll., 2000), Lb. paracasei (Hansena et coll., 

2001), S. cerevisiae (Dickinson et Norte, 1993), et Y. lipolytica (le gène YlBAC1) (Cernat 

Bondar et coll., 2005). Le catabolisme de ces acides aminés est initié par une 

aminotransférase qui produit l’α-cétoacide. Les α-cétoacides issus de la transamination des 

acides aminés subissent ensuite plusieurs réactions pour former des composés à vocation 

aromatique. En effet, la transformation de l’α-cétoacide en composé d’arôme peut se faire 

selon trois voies différentes : 1) une décarboxylation oxydative qui donne lieu à un acide 

carboxylique, 2) une décarboxylation simple en aldéhydes (voie d’Ehrlich), 3) une réduction 

en α-hydroxyacides (Dickinson et coll., 1998 ; Marilley et Casey, 2004). La dégradation 

chimique semble également jouer un rôle non négligeable dans la transformation des α-

cétoacides et de leurs produits dérivés en composés d’arôme (Yvon et Rijnen, 2001).  

 

I. 3. 2. 3. L’ammonium/ammoniac, produit de dégradation des acides aminés 

La protéolyse ainsi que la dégradation d’acides aminés permet l’accumulation 

d’ammoniac (NH3) dans le milieu extracellulaire. Le mécanisme de transport des acides 

aminés et leurs dégradations, met en jeu diverses protéines membranaires. Etant à l’interface 

cellule/milieu, les membranes cellulaires jouent un rôle essentiel dans tous les mécanismes 

d’absorption ou d’excrétion et les règles qui régissent ces échanges transmembranaires sont à 

prendre en considération. Le caractère hydrophobe de la double couche lipidique permet à la 

cellule de maintenir des concentrations de solutés différentes de part et d'autre de la 

membrane, c'est-à-dire d’abord entre le cytoplasme et le milieu extracellulaire mais ceci est 

aussi vrai pour chaque compartiment cellulaire (ex : mitochondrie, lysosome, vacuole). La 

séparation des compartiments définis par la membrane ne doit cependant pas être totale et des 

échanges moléculaires sont nécessaires à la vie cellulaire. Ainsi, afin d’assurer 

l’approvisionnement en métabolites, l’élimination des déchets métaboliques et le maintien de 

concentrations ioniques bien définies, les cellules ont développé des systèmes de transport 

d'ions et de macromolécules faisant intervenir des protéines membranaires : transporteurs, 

pompes ou canaux. 

Il y a trois principales classes de protéines membranaires de transport : 

- Les canaux, pores permettant le mouvement passif d'ions (canaux ioniques) ou de molécules 

de petite taille (H2O, glucides, acides aminés, nucléotides) avec une capacité de transport 

d'environ 107 à 108 molécules/sec. 
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- Les pompes, avec une capacité de transport actif d'environ 102 à 103 ions/sec. Ce sont des 

protéines qui hydrolysent l'ATP et qui sont donc qualifiées d'ATPases. Ce type de transport 

est dénommé « transport actif primaire ». 

- Les transporteurs qui assurent un transport passif (uniport) ou actif (symport et antiport) 

avec une capacité de transport 102 à 104 molécules/sec. Ce transport actif nécessite la 

constitution préalable d'un gradient ionique (par une pompe) et est aussi dénommé « transport 

actif secondaire ». 

Les acides aminés sont transportés dans la cellule à l’aide de deux catégories distinctes 

de transporteurs : un système de transport non spécifique de l’ensemble d’acides aminés 

(GAP : General Aminoacid Permease) et des systèmes de transport spécifiques d’un seul ou 

d’un petit nombre d’acides aminés. La perméase GAP peut être inhibée et réprimée par la 

présence de l’ion ammonium (Ziame et coll., 1987). Elle fonctionnerait comme un « 

récupérateur » d’azote à partir des acides aminés. Des théories plus récentes remettraient en 

cause ce fait et montreraient qu’il existe toujours une activité basale de GAP (Akin, 2008).  

Les ions ammonium provenant de la dégradation des acides aminés, sont assimilés par 

la levure. Une mole d’ions ammonium assimilée correspond à une mole de protons excrétée, 

ce qui est exprimé par la relation suivante: NH4
+→ NH3 (cellule) + H+  (Won et coll., 1993). 

Ainsi, pour des raisons d’équilibre de charge de part et d’autre de la membrane plasmique, 

l’entrée de l’ion ammonium est couplée à l’excrétion d’un proton par la pompe ATPase de la 

membrane plasmique qui va ainsi acidifier le milieu (Figure 3).  

La production d’ammoniac (NH3) par les levures, à partir d’ion ammonium (NH4
+), 

contribue à la remontée du pH à la surface des fromages affinés. En effet, l’ammoniac 

transporté dans le milieu extracellulaire, en réagissant avec une molécule d’eau, peut donner 

un ion ammonium et un ion OH- : NH3 (milieu) + H2O → NH4
+ +  OH- (Figure 3). Cette 

alcalinisation permettrait la croissance de la flore bactérienne acido-sensibles du fromage 

(Gori et coll., 2007). Palkova et coll (Palkova et Vachova, 2003) ont montré que la production 

d’ammoniac dépendait directement de la concentration en acides aminés extra-cellulaire, mais 

pas de celle en ions ammonium. Un changement périodique de pH des colonies de levures 

(Saccharomyces, Candida, Kluyveromyces, Hansunula), qui passent d’une phase acide à une 

phase alcaline a été décrit (Palkova et Vachova, 2006). L’alcalinisation est observée en 

carence nutritionnelle, et corrèle avec la production d’ammoniac au sein même de la colonie 

ou des colonies voisines. Cette alcalinisation induit une inhibition de la croissance des levures 

qui rentrent ainsi en phase de « latence ». Cette phase permettrait aux levures de minimiser 

leur consommation d’énergie, et d’être ainsi plus résistantes face au stress nutritionnel. Une 
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fois que la carence nutritionnelle est levée, la production d’ammoniac est réduite, ce qui 

provoque une chute de pH et une induction de la croissance des levures (Palkova et Vachova, 

2003). Ces observations mettent en évidence le rôle de l’ammoniac comme molécule signal 

chez les levures, connu sous nom de « Quorum sensing » chez les bactéries. De plus, cette 

molécule serait à l’origine de changements de la structure morphologique de certaines levures. 

Candida mogii passerait d’une structure lisse (en phase acide) à une structure en forme de 

« spaghetti » (en phase alcaline) (Palkova et Forstova, 2000). Des travaux menés Gori et coll., 

(2007) ont mis en évidence le rôle de l’ammoniac comme médiateur chez les levures 

d’affinage. La production d’ammoniac par les micro-organismes fromagers semble donc avoir 

un effet non négligeable sur le comportement de l’ensemble de l’écosystème et devrait faire 

l’objet d’étude au sein du fromage. 

Figure 3 : Schéma de fonctionnement des différents types de transporteurs membranaires, 

responsables de l’entrée ou de la sortie des acides aminés, des ions ammonium ou de 

l’ammoniac. 
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I. 3. 3. Lipolyse et transformation des acides gras 

La matière grasse (constituée à 98 % de triglycérides) joue un rôle important dans 

l'aromatisation des fromages à pâte molle; non seulement du fait de leur pouvoir aromatisant, 

mais aussi en tant que précurseur des méthylcétones, des alcools, des lactones et des esters. 

L'hydrolyse des lipides, lors de l'affinage, est un phénomène qui a été largement décrit 

(Collins et coll., 2003 ; Fox et Wallace, 1997 ; Mc Sweeney, 2004 ; Molimard et Spinnler, 

1996). Tout comme les bleus, le Camembert est le fromage présentant une forte dégradation 

de la matière grasse (Collins et coll., 2003). La quantité importante d'acides gras libres dans le 

camembert et les fromages bleus est essentiellement due à l'action de la moisissure et, à un 

moindre degré, aux autres lipases microbiennes. En fait, la majeure partie des acides gras 

libres ayant un nombre de carbone situé entre 4 et 20, provient de la lipolyse des triglycérides 

par les moisissures, alors que ceux ayant un nombre de carbone situé entre 2 et 6 proviennent 

principalement de la dégradation du lactose et des acides aminés (Molimard et Spinnler, 

1996). Certaines levures participent également à la dégradation des lipides au cours de 

l’affinage. En effet, G. candidum est probablement responsable de la modification du profil 

des acides gras libres en faveur des acides insaturés dans les fromages de type Camembert, 

par la production de lipases (Choisy et coll., 1997a). Y. lipolytica est également capable de 

produire des lipases extracellulaires (Guéguen et Schmidt, 1992), ce qui pourrait expliquer 

que cette levure soit beaucoup plus lipolytique que D. hansenii ou S. cerevisiae (van den 

Tempel et Jakobsen, 2000). Trois gènes codant pour des triacylglycérol hydrolases (lipases 

extracellulaires) ont été identifiés chez Y. lipolytica : LIP2 (Pignède et coll., 2000), LIP7 et 

LIP8 (Fickers et coll., 2005). 

 

I. 4. Les interactions microbiennes 

I. 4. 1. Définitions 

Au cours de la maturation d’un fromage, les équilibres entre les différents groupes de 

micro-organismes évoluent constamment. Ainsi, suivant les conditions physico-chimiques de 

l’environnement à un temps d’affinage, certains micro-organismes se multiplient activement, 

alors que d’autres tendent à disparaître. Les interactions observées dans des cultures mixtes 

peuvent être positives, neutres ou négatives et sont classées en 5 catégories : l’amensalisme, la 

compétition, le commansalisme, le parasitisme et le mutualisme (Sieuwerts et coll., 2008) 

(Tableau 2).  

 33



Tableau 2 : Interactions microbiennes inter-espèces, observées dans différents produits 

laitiers (d’après (Sieuwerts et coll., 2008). 

Types d'interaction et produits Micro-organismes impliquées Références 

Mutualisme   

Yaourt S. thermophilus, L. delbrueckii subsp, bulgaricus  (Courtin et Rul, 2004) 

Produits laitiers Bactérie lactique (Narvhus et Gadaga, 2003) 
Lait Bactérie lactique + Levures (Narvhus et Gadaga, 2003) 
Surface de fromage affiné Différents types de moisissures, levures et bactéries (Corsetti et coll., 2001) 
Amensalisme   
Produits laitiers Bactérie lactique, Listeria monocytogenes (Balasubramanyam, 1998) 

Yaourt S. thermophilus, L. delbrueckii subsp, bulgaricus  (Balasubramanyam, 1998 ; 
Benkerroum et coll., 2002) 

Surface de fromage affiné Lactobacillus plantarum, Listeria monocytogenes (Loessner et coll., 2003) 
Commensalisme   

Produits laitiers Bactérie lactique (Narvhus et Gadaga, 2003 ; 
Xu et coll., 2005) 

Yaourt S. thermophilus, L. delbrueckii subsp, bulgaricus, 
bactérie propionique (Xu et coll., 2005) 

Yaourt et Produits laitiers Bactérie lactique, bactérie propionique (Xu et coll., 2005) 

Lait Levures, bactéries (Gadaga et coll., 2001 ; 
Narvhus et Gadaga, 2003) 

Surface de fromage affiné 

Bactérie lactique, Debaryomyces hansenii, 
Geotrichum candidum, Arthrobacter sp., 
Brevibacterium linens, Corynebacterium 
ammoniagenes, staphylococci 

(Mounier et coll., 2005) 

Lait fermenté, yaourt, fromage Levures, bactéries (Viljoen, 2001) 
Compétition   
Yaourt S. thermophilus, L. delbrueckii subsp, bulgaricus  (Zouraria et coll., 1991) 
Produits laitiers Levures, bactéries (Narvhus et Gadaga, 2003) 
Parasitisme   

Lait Bactéries, phages (Brassow, 2001 ; Sturino et 
coll., 2004) 

 

 

I. 4. 1. 1. Amensalisme 

L’amensalisme est une interaction inter-espèces où la présence de l’un ou de plusieurs 

micro-organismes à un effet inhibiteur sur les autres micro-organismes présents, sans que le 

micro-organisme inhibiteur en tire le moindre profit. L’amensalisme permet ainsi de maîtriser 

la croissance de micro-organismes pathogènes et d’altération en utilisant des souches 

microbiennes, tout en préservant les qualités nutritionnelles et organoleptiques du produit. 

C’est donc une méthode de conservation qui permet d’éviter l’ajout d’additifs ou de 

conservateurs chimiques dans les produits agro-alimentaires. Cette protection est rovoquée 

par le développement de la souche rajoutée qui, lorsque les cellules sont en nombre important, 

sert de barrière physique et/ou joue le rôle de compétiteur nutritionnel. L’amensalisme est 
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observé dans les produits laitiers fermentés où les métabolites tels que les acides 

carboxyliques, le lactate, l’ammonium sont produits et provoquent une acidification du 

milieu, empêchant ainsi le développement des mico-organismes acido-sensibles (Caplice et 

Fitzgerald, 1999 ; Sieuwerts et coll., 2008). D’autres types d’inhibition peuvent être observés 

par l’action de bactériocines (famille de peptides ou protéines), synthétisés naturellement par 

des bactéries. Les effets inhibiteurs agissent sur la croissance des micro-organismes 

pathogènes, indigènes ou inoculés (Sieuwerts et coll., 2008). Certains effets inhibiteurs sont 

présentés ci-dessous. 

 

I. 4. 1. 1. 1. Les bactériocines 

Différentes études menées sur le caractère bactéricide des bactéries lactiques ont 

permisd’isoler des bactériocines, des substances de nature protéique. Les bactériocines 

participent au phénomène de « Quorum Sensing », qui repose sur la capacité des bactéries à 

communiquer avec leurs congénères en utilisant des signaux moléculaires. Grâce à leur 

capacité à se fixer à des récepteurs de la cellule, elles ont une action bactéricide ou 

bactériostatique sur celle-ci. Le potentiel inhibiteur que présente quelques bactériocines sur 

certains pathogènes en matrice laitière ou fromagère a été testé. La nisine, est un 

lantibiotiques qui est synthétisée par certaines souches de L. lactis ssp. lactis  et certaines 

bactéries Gram-positif. Son activité est basée sur la perméabilisation de la membrane 

cytoplasmique, provoquant ainsi sa dépolarisation (Entian et de Vos, 1997 ; Hyde et coll., 

2006). Des travaux réalisés sur des fromages à pâte molle, ont mis en évidence l’inhibition de 

L. monocytogenes par l’action de la pédiocine AcH sécrétée par L. plantarum ajouté dans la 

saumure (Loessner et coll., 2003). De récentes applications de cultures aux propriétés 

inhibitrices sur L. monocytogenes sur du fromage sont résumées dans le tableau 3. 

Tableau 3 : Récentes applications de cultures bactériocinogéniques et de bactériocines contre 

L. monocytogenes dans les fromages frais ou à pâtes molles (Irlinger et coll. 2009). 

Bactériocines Micro-organismes Modes d'utilisations Références 

Entérocine 416K1 Enterococcus 
casseliflavus 

Bactériocine présente dans des 
films polymériques (Iseppi et coll., 2008) 

Céréine 8A Bacillus cereus Application de la bactériocine à la 
surface  (Bizani et coll., 2008) 

Entérocine A et B Enterococcus faecium (Izquierdo et coll., 2009) 

  

Culture complémentaire utilisée 
lors de l’emorgement et dans la 
solution d'affinage  

Lacticine 3147 L. lactis Etalée à la surface du fromage (O'Sullivan et coll., 2006) 
Nisine et pédiocine PA-1 Recombinant de L. lactis Culture starter (Reviriego et coll., 2007) 
Entérocine A Recombinant de L. lactis Culture starter (Liu et coll., 2008) 
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I. 4. 1. 1. 2. L’ammoniac 

Le rôle de l’ammoniac comme molécule signal à récemment été montré (voir partie 2.3). 

L’ammoniac agirait sur la croissance et le développement des colonies de levures (Gori et 

coll., 2007 ; Palkova et Vachova, 2006). Cette molécule aurait aussi un effet sur la structure 

morphologique des levures. Mounier et coll., (Mounier et coll., 2008) ont mis en évidence une 

inhibition de l’expansion des mycélium de G candidum par Y. lipolytica dans un caillé. 

L’ammoniac produit par Y. lipolytica pourrait être à l’origine de cette inhibition.  

Dans le but de comprendre la nature des interactions, la compréhension du rôle de cette 

molécule au sein de l’écosystème fromager semble indispensable. 

 

I. 4. 1. 1. 3. L’acide lactique et acide acétique 

L’acide lactique est le métabolite majeur issu de la fermentation homofermentaire de 

certaines bactéries lactiques. Il peut abaisser le pH à un niveau ou les bactéries telles que 

Listeria, Staphylococcus ou Clostridium sont inhibées (Holzapfel et coll., 1995). La plupart 

du temps, les acides organiques faibles ne diminuent pas le nombre de micro-organismes mais 

retardent leur croissance en allongeant par exemple, la phase de latence (Dacosta, 2000). La 

croissance de E. coli est inhibée à un pH 5,1 et 0,5 % d’acide lactique est la concentration 

minimale pour inhiber la croissance de L. monocytogenes (Oh et Marshall, 1993). Toutefois, 

cet effet dépend des stéréo-isomères d’acide lactique produits. En effet, l’acide L-lactique est 

plus inhibiteur que la forme D (Benthin et Villadsen, 1995). L’acide acétique est un 

métabolite qui peut être produit par voie hétérofermentaire chez certaines bactéries lactiques. 

Il est à l’origine d’une inhibition plus importante que l’acide lactique du fait d’une constante 

de dissociation plus élevée (pKa de 4,75 pour l’acide acétique contre 3,1 pour l’acide 

lactique), pour une concentration et un pH donnés (Dahl et coll., 2000). L’acide acétique est 

donc plus inhibiteur envers L. monocytogenes (Ahamad et Marth, 1989), mais les deux acides 

organiques peuvent agir de manière synergique. En effet, l’acide lactique baisse le pH du 

milieu, ce qui augmente la toxicité de l’acide acétique (Adams et Hall, 1988).  

 

I. 4. 1. 2. Compétition 

Pendant la fermentation, les micro-organismes sont en compétition pour les nutriments. 

Les sources de carbones sont souvent présentes à fortes concentrations. Dans ce cas, la 

compétition consiste en la consommation rapide de ces nutriments et leur conversion en 

biomasse. Dans les produits laitiers, la source d’azote est souvent limitante, et les micro-
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organismes sont en compétition pour les acides aminés libres et les petits peptides présents 

dans la matrice. Les micro-organismes dominants et adaptés au milieu, seront ceux capables 

de produire des protéases, des peptidases et d’induire les systèmes de transport. Le taux de 

croissance et le dynamisme des populations dans un produit laitier dépendent essentiellement 

de leur capacité à consommer les acides aminés (Juillard et coll., 1996 ; Juillard et coll., 1995 

; Sieuwerts et coll., 2008). 

 

I. 4. 1. 2. 1. Compétition pour les micronutriments 

Les micronutriments tels que le fer peuvent également être des facteurs limitants pour la 

croissance de certains micro-organismes dans les fromages à pâte molle. En conséquence, les 

isolats déficient en fer (ex : Brevibacterium, Arthrobacter, Corynebacterium ssp.) utilisent des 

systèmes moléculaires spécifiques comme les sidérophores qui permettent la captation du fer 

(Irlinger et Mounier, 2009). Ces derniers permettent la solubilisation des ions fer en formant 

des complexes, puis leur consommation grâce à des mécanismes de transport actifs. 

L’utilisation de souches prototrophes de Brevibacterium spp., pourrait être une solution à sa 

faible capacité de compétition au cours de l’affinage (Noordman et coll., 2006). 

 

I. 4. 1. 2. 2. L’effet Jameson 

La plupart des interactions « in situ » dans l’aliment se limite à une interruption précoce 

de la croissance de la flore minoritaire (en générale la flore pathogène), simultanée à l’arrêt de 

la croissance de la flore majoritaire (en générale la flore d’altération ou la flore 

technologique). Il y aurait donc saturation à un niveau maximal de la flore totale (somme des 

2 flores), ce qui pourrait s’expliquer par une compétition pour une ressource limitante 

commune quelconque (ex : un substrat). On nomme ce mécanismse l' « effet Jameson » 

(Jameson, 1962).  

L’ « effet Jameson » est aussi observé au sein de l’écosystème microbien naturel des 

planches d’affinage en bois des fromages à pâte molle. Une compétition a été mesurée entre le 

consortium microbien prélevé sur des planches d’affinage en bois et des souches de Listeria 

inoculées. Cette compétition apparaît quand le consortium rentre en phase stationnaire et 

entraine un arrêt de la croissance de Listeria monocytogenes. Ceci pourrait être expliqué par 

un mécanisme de compétition nutritionnelle entre la flore dominante du biofilm et celle du 

pathogène (Guillier et coll., 2008). 
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I. 4. 1. 3. Commensalisme 

Le commensalisme est une interaction où un micro-organisme bénéficie de la présence 

d’un autre, sans que ce dernier en tire profit (Sieuwerts et coll., 2008).  

Les levures, principalement D. hansenii et G. candidum jouent un rôle important dans la 

désacidification du fromage et l’implantation de bactéries acido-tolérentes en i) consommant 

le lactate produit par les bactéries lactiques dans le caillé et ii) en dégradant les acides aminés 

libérant ainsi des métabolites alcalins tel que l’ammoniac (Mounier et coll., 2008). Ainsi, le 

développement d’une flore bactérienne aérobique acido-sensible se met en place. Cette flore 

est constituée d’espèces tels qu’Arthrobacter spp, B. linens, C. casei, micrococci et 

staphylococci (Mounier et coll., 2008). Dans les fromages à pâte pressée suisses, les bactéries 

propioniques se développent grâce à l’utilisation de l’acide lactique produit par les bactéries 

lactiques (Sieuwerts et coll., 2008). De plus, au cours de l’affinage et notamment lors des 

soins de croûte, l’apport de sel fragilise les parois des levures qui éclatent en libérant des 

nucléotides, des peptides ou des métabolites servant de substrats aux bactéries de surface. 

Elles sont également capables d’excréter des composés contribuant au développement de la 

flore bactérienne (Devoyod, 1969). D’après Roostita et Fleet (Roostita et Fleet, 1996), Y. 

lipolytica et C. catenulata sont capables de produire dans le camembert ou les fromages bleus, 

des acides aminés libres qui sont favorables à la croissance de la flore présente. Dans ces 

mêmes types de fromage, D. hansenii et S. cerevisiae auraient une action positive sur la 

croissance de Y. lipolytica et K. marxianus (Addis et coll., 2001).  

Concernant les bactéries de surface, une étude réalisée par Bockelmann et coll. 

(Bockelmann et coll., 2005), a montré que l’utilisation conjointe de S. equorum et de D. 

hansenii dans le bain de saumure, provoquait une désacidification nettement plus rapide de la 

croûte pendant les sept premiers jours de maturation, permettant ainsi une implantation plus 

rapide des bactéries corynéformes acido-sensibles. 

 

I. 4. 1. 4. Parasitisme 

Le parasitisme est une interaction où un micro-organisme tire profit d’un autre au 

dépend de ce dernier. Les bactériophages (virus n'infectant que des bactéries) sont un exemple 

bien connu de parasitisme. Les processus de fermentation sont fortement exposés à ce type 

d’interaction du fait de l’utilisation répétée du matériel. Lors de la fermentation, les phages 

peuvent subitement inactiver la croissance des souches dominantes, causant ainsi une 
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altération du produit fermenté (Sieuwerts et coll., 2008 ; Sturino et coll., 2004). Plus de 7 

phages spécifiques de S. thermophilus ont put être identifiés (Sturino et coll., 2004). 

Les phages portent dans leur génome des séquences permettant des transferts 

horizontaux de gènes entre populations bactériennes. Ces transferts accélèrent le processus 

d’évolution des communautés bactériennes et contribuent à la diversité des cultures 

fermentaires mixtes (Weinbauer, 2004 ; Weinbauer et Rassoulzadegan, 2004). 

 

I. 4. 1. 5. Mutualisme 

Le mutualisme est une interaction entre une ou plusieurs espèces, dans lesquelles toutes 

les parties tirent profit l’une de l’autre. Le meilleur exemple de mutualisme est l’interaction 

observée entre S. thermophilus (bactérie non protéolytique) et L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus. En effet, la croissance simultanée de S. thermophilus et de L. bulgaricus dans le 

lait, s’accompagne d’un accroissement des concentrations bactériennes (Pearce et Flint, 2003 ; 

Robinson et coll., 2002), d’une augmentation des vitesses d’acidification par rapport aux 

vitesses observées en culture pure (Amoroso et coll., 1989 ; Spinnler et Corrieu, 1989) ainsi 

que d’une amélioration de la stabilité physique du produit (Béal et Sodini, 2003). Ces 

phénomènes s’expliquent par le fait que Lactobacillus bulgaricus étant très protéolytique, 

dégrade la caséine en acides aminés, ces derniers étant plus facilement assimilables par S. 

thermophilus (Abu-Tarboush, 1996). A son tour, S. thermophilus, produit de petites quantités 

de CO2 à partir d’urée et stimule ainsi la croissance de Lactobacillus bulgaricus (Ascon-

Reyes et coll., 1995 ; Robinson et coll., 2002 ; Zirnstein et Hutkins, 2000). 

Le fromage est un écosystème complexe où les levures, moisissures et bactéries 

interagissent entre elles par différents types d’interactions. Les études fonctionnelles de 

certains micro-organismes ont, jusqu’à maintenant, été réalisées en mono-culture mais ne sont 

pas forcément représentatives du fonctionnement réel de l’écosystème fromager. Pourtant, la 

connaissance précise des interactions microbiennes générées « in situ » aurait un impact 

économique important, puisqu’elle permettrait d’obtenir des fromages de qualité sanitaire et 

organoleptique maîtrisée. Avec l’avènement de la biologie moléculaire, depuis une dizaine 

d’années, le développement d’outils de la post-génomique et de protocoles adaptés à la 

manipulation d’ARN, on peut raisonnablemement penser que l’étude des interactions « in 

situ » sera possible dans un avenir proche. 
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I. 5. Méthodes d’études dynamiques et fonctionnelles d’un écosystème 

fromager 
La compréhension de l’écosystème fromager et des fonctions qu’il génère pendant 

l’affinage est un enjeu important tant du point de vue scientifique que pour ses applications 

potentielles. L’essort récent de techniques moléculaires permet désormais d’étudier cet 

écosystème microbien particulier par une approche dynamique et fonctionnelle des 

populations (ex : production d’arômes, acidification). Selon les paramètres physico-chimiques 

de l’environnement et des associations microbiennes, les équilibres entre les différents 

groupes de micro-organismes et l’importance relative des populations sont en constante 

évolution. La combinaison d’approche culture dépendante et/ou indépendante (outils 

moléculaires), semble être indispensable pour la compréhension des phénomènes microbiens 

qui régissent l’affinage.  

 

I. 5. 1. Etude dynamique des espèces microbiennes 

I. 5. 1. 1. Approche classique (culture dépendante) 

Avant le développement des outils de biologie moléculaire, l’identification de la flore 

fromagère était uniquement basée postérieurement sur une approche d’isolement de souches 

puis d’identification à partir de caractères phénotypiques tels que les caractéristiques 

morphologiques, biochimiques et physiologiques. Afin de pouvoir déterminer cette diversité, 

le choix des milieux et des paramètres de cultures des isolats tels que la composition, le pH, la 

température et le temps d’incubation, reste primordial. On a pu estimer que 90 % de la 

population microbienne fromagère est cultivable. Grâce à ces méthodes classiques 

d’isolement et à l’utilisation de méthode moléculaire telles que le séquençage des gènes 

codant pour l’ARN 16S pour l’identification de ces isolats, un inventaire relativement 

complet a pu être fait sur la flore fromagère (Abriouel et coll., 2008 ; Delbes et Montel, 2005 ; 

Dolci et coll., 2009 ; Ercolini et coll., 2003 ; Feurer et coll., 2004a ; Mounier et coll., 2005 ; 

Mounier et coll., 2009). Cependant ces méthodes de culture dépendante sont souvent longues, 

fastidieuses et sous-estiment la diversité réelle de l’écosystème du fait de l’incapacité de 

développement de certains micro-organismes en dehors de leur environnement naturel. Dans 

le but de bien étudier l’ensemble de la diversité et de la complexité d’un écosystème 

microbien (cultivable ou non), il est indispensable de combiner l’approche culture dépendante 

avec des méthodes moléculaires directes (cultures indépendantes). 
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I. 5. 1. 2. Approche moléculaire directe (culture indépendante) 

L’avènement de la biologie moléculaire et le développement de techniques de fragment 

d’ADN permettant d’extraire l’ADN (ou l’ARN) à partir de la matrice fromagère (Jany et 

Barbier, 2008), a permisde produire une empreinte génomique à partir d’un produit PCR. Elle 

donne alors une image globale de la structure génétique de la communauté bactérienne. Les 

gènes cibles les plus utilisés lors de l’analyse de communautés microbiennes sont ceux de 

l’opéron ribosomal, particulièrement l’ARN 16S, ainsi que la séquence d’ADN séparant les 

gènes de l’ARN ribosomal 16S et 23S. Les propriétés phylogénétiques du 16S ainsi que le 

nombre important de séquences disponibles représentent des avantages considérables (Jany et 

Barbier, 2008). Les gènes bactériens codant pour l’ARNr 16S contiennent 9 régions 

hypervariables V1–V9, dont la diversité de séquence diffère de manière importante selon 

l’espèce (Baker et coll., 2003). Ces régions hypervariables, contiennent également des régions 

très conservées, ce qui permet à la fois leur utilisation comme cible pour des amorces 

spécifiques ou universelles. Ces gènes sont donc utilisés à la fois pour l’identification 

spécifiques d’espèces et pour l’évaluation globale de la diversité de l’écosystème. La région 

hypervariable V3 est souvent utilisée comme cible, mais l’utilisation d’amorces ciblant 

d’autres régions peut améliorer l’analyse (Delbes et coll., 2007). L’analyse de l’ARNr chez 

les levures limite leur identification au genre ou à la famille (Jany et Barbier, 2008). 

L’utilisation des régions ITS (Internal Transcribed Spacers) permet une meilleure séparation 

taxonomique des levures d’un écosystème (Jany et Barbier, 2008). Un diagramme 

récapitulatif des différentes approches moléculaires pouvant être utilisées pour l’étude d’un 

écosystème microbien est représenté dans la figure 4. De plus, le tableau 4 résume les 

différentes approches culture-indépendante réalisées dans le fromage. 
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Figure 4 : Diagramme des différentes approches moléculaires permettant d’évaluer la 

diversité génétique des communautés microbiennes (d’après (Dorigo et coll., 2005) 
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Tableau 4 : Méthodes de culture-indépendante utilisées dans différentes études d’analyse des 

communautés microbiennes dans les fromages (d’après (Jany et Barbier, 2008). 
Auteurs Utilisation Méthode Séquence ciblée Substrat 

(Andrighetto et 
coll., 2004) Évaluation de la diversité bactérienne • PCR-TTGE Région V3 de l'ARNr 

16S  

Lactosérum de différent 
fromage de type Grana 
Padano 

(Callon et coll., 
2006) 

Évaluation de la diversité des levures et de 
leur dynamique durant l'affinage du fromage/ 
Création d'une base de données des profils 
SSCP des levures  

• SSCP-PCR Région V4 de l'ARNr 
28S  Fromage au lait cru (Salers)  

(Cocolin et coll., 
2004) Protocole d’optimisation du profile bactérien • PCR-DGGE Région V1 de l'ARNr 

16S  

Fromages frais et affinés 
(Cottage, Kefalotiri, 
Hallumi, Stracchino and 
Mozzarella) 

(Cocolin et coll., 
2007) Détection de Clostridium spp. • PCR-DGGE Région V1 de l'ARNr 

16S  
Fromage à défaut (Grana 
Padano) 

(Coppola et coll., 
2001) 

Évaluation de la diversité bactérienne/ 
Discrimination entre les fromages 
traditionnels et industriels 

• PCR-DGGE Région V3 de l'ARNr 
16S  

Fromage artisanal et 
industriel non affiné (Pasta 
Filata) 

(Coppola et coll., 
2006) 

Évaluation de la diversité et de la dynamique 
bactérienne au cours de la fabrication du 
fromage 

• PCR-DGGE Région V3 de l'ARNr 
16S  

Fromage artisanal non affiné 
(Pasta Filata) 

(Delbes et 
Montel, 2005) 

Évaluation de la structure et la dynamique de 
la population de Staphylococcus au cours de 
la fabrication du fromage 

• SSCP-PCR Région V2 de l'ARNr 
16S  

Fromages artisanaux au lait 
de cru 

• SSCP-PCR (Delbes et coll., 
2007) 

Évaluation de la structure et de la dynamique 
de la communauté bactérienne  • Banque de 

clone 

Région V3 de l'ARNr 
16S  

Saint-Nectaire artisanal et 
échantillons de lait cru 

• SSCP-PCR (Duthoit et coll., 
2005) 

Évaluation de la diversité, de la dynamique 
et de l'activité de la communauté bactérienne • SSCP-RT-PCR 

Région V3 de l'ARNr 
16S  Fromage au lait cru  (Salers) 

• SSCP-PCR 
(Duthoit et coll., 
2005) 

Mise en relation de la diversité, la 
dynamique et l'activité de la communauté 
bactérienne avec les propriétés sensorielles 
du fromage • SSCP-RT-PCR 

Régions V2 et V3 de 
l'ARNr 16S  Fromage au lait cru  (Salers) 

• SSCP-PCR (Duthoit et coll., 
2003) 

Évaluation de la diversité et de la dynamique 
de la communauté bactérienne • Banque de 

clone 

Régions V2 et V3 de 
l'ARNr 16S  Fromage au lait cru  (Salers) 

• PCR-TTGE 

• PCR-DGGE (El-Baradei et 
coll., 2007) 

Évaluation de la diversité de la communauté 
bactérienne • Banque de 

clone 

Région V3 de l'ARNr 
16S et divers loci  Fromage artisanal (Domiati) 

(Ercolini et coll., 
2004) 

Évaluation de la diversité et de la dynamique 
de la communauté bactérienne 

• PCR-DGGE 
fingerprinting 

Région V3 de l'ARNr 
16S  

Lactosérum utilisé pour la 
fabrication de la Mozzarella 
traditionnelle de buffle 

• PCR-DGGE 
• DHPLC 

(Ercolini et coll., 
2008) 

Évaluation de la diversité microbienne  du 
lactosérum du fromage AOC Caciocavallo 
Silano • RAPD-PCR 

Région V3 de l'ARNr 
16S  

Lactosérum utilisé pour la 
fabrication du Caciocavallo 
Silano  

(Ercolini et coll., 
2001) 

Évaluation de la diversité et de la dynamique 
de la communauté bactérienne • PCR-DGGE Région V3 de l'ARNr 

16S  

Lactosérum utilisé pour la 
fabrication de la Mozzarella 
traditionnelle de buffle 

(Ercolini et coll., 
2002) Évaluation de l'analyse par PCR-DGGE  • PCR-DGGE Région V3 de l'ARNr 

16S  
Fromages achetés de 
différents supermarchés 

• PCR-DGGE (Ercolini et coll., 
2003) 

Évaluation de la diversité de la communauté 
bactérienne et localisation des populations  • FISH 

Régions V3 et V4–V5 de 
l'ARNr 16S Stilton  
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• SSCP-PCR 
(Feurer et coll., 
2004b) 

Évaluation de la diversité et de la dynamique 
de la communauté bactérienne • Banque de 

clone 

Région V3 de l'ARNr 
16S  

Fromage  Français à pâte 
molle, fabriqué à partir de 
lait de vache pasteurisé 

• SSCP-PCR 
(Feurer et coll., 
2004a) 

Comparaison de la diversité bactérienne 
entre un fromage traditionnel et industriel  • Banque de 

clone 

Région V3 de l'ARNr 
16S  

Fromage Français à pâte 
molle d'origine artisanale ou 
industrielle fabriqué à partir 
de lait de vache 

(Flórez et Mayo, 
2006) 

Évaluation de la diversité et de la dynamique 
de la communauté bactérienne et fongique • PCR-DGGE 

Région V3 de l'ARNr 
16S et la région D1 de 
l'ARNr 26S  

Cabrales 

(Le Bourhis et 
coll., 2005) 

Évaluation de la diversité de population de 
Clostridium  • PCR-TTGE Région  V5–V6 de 

l'ARNr 16S Fromages du commerce 

(Le Bourhis et 
coll., 2007) 

Évaluation de la dynamique de population de  
Clostridium  • PCR-TTGE Région  V5–V6 de 

l'ARNr 16S Fromages expérimentaux 

(Mauriello et 
coll., 2003) 

Évaluation de la diversité de la communauté 
bactérienne • PCR-DGGE Région V3 de l'ARNr 

16S  

Lactosérum provenant de 2 
localités de production de la 
Mozzarella 

(Mounier et coll., 
2009) 

Évaluation de la diversité microbienne à la 
surface du Livarot 

• FISH 
• SSCP 
• Banque de 
clone 

Région V3 de l'ARNr 
16S et la région D1/D2 
de l'ARNr 26S 

Livarot commercial 

• PCR-DGGE (Ogier et coll., 
2004) 

Évaluation de la diversité et localisation 
spatial des populations/ Création d'une base 
de données des profiles bactériens. • PCR-TTGE 

Région V3 de l'ARNr 
16S  10 fromages du commerce 

(Ogier et coll., 
2002) 

Évaluation de la diversité de la communauté 
bactérienne • PCR-TTGE Région V3 de l'ARNr 

16S  
Lait fermenté et fromages 
expérimentaux 

(Parayre et coll., 
2007) 

Optimisation de l'extraction d'ADN et 
utilisation de la PCR-TTGE afin d'évaluer la 
population bactérienne.  

• PCR-TTGE Région V3 de l'ARNr 
16S  Emmental 

(Rademaker et 
coll., 2005) 

Évaluation de la diversité et de la dynamique 
de la communauté bactérienne • T-RFLP ARNr 16S  Fromage expérimental 

(Tilsit) 

(Randazzo et 
coll., 2006) 

Évaluation de la diversité et de la dynamique 
de la communauté bactérienne au cours de la 
fabrication 

• PCR-DGGE Région V6–V8 de 
l'ARNr 16S 

Fromage expérimental 
(Siciliano) 

(Randazzo et 
coll., 2002) 

Évaluation de la diversité, de la dynamique 
et de l'activité de la communauté bactérienne 
au cours de la fabrication 

• PCR-DGGE 
(RT-PCR) 

Régions V1-V3 et V6–
V8 de l'ARNr 16S  

Fromage artisanal de type 
Ragusano 

(Saubusse et 
coll., 2007) 

Étude des communautés bactériennes 
capable d’inhiber  Listeria monocytogenes • SSCP-PCR Région V2 de l'ARNr 

16S  

Fromages fabriqués selon la 
technologie utilisée pour le 
Saint-Nectaire 

 

I. 5. 2. Etude fonctionnelle des espèces microbiennes 

L’étude fonctionnelle des micro-organismes de l’écosystème fromager est 

indispensable dans le but de maîtriser la qualité des fromages. Ce type d’approche met en 

oeuvre des compétences aussi diverses que la bio-informatique, l’étude du transcriptome et du 

protéome, la physiologie et la biochimie. Le choix de la méthode utilisée pour l’étude 

fonctionnelle des espèces microbiennes dépend du type de réponse envisagé. Deux niveaux de 

réponse des changements métaboliques des cellules peuvent être identifiés : la réponse 

transcriptomique (par RT-PCR quantitative et puce à ADN), par l’étude des modifications de 

l’expression des gènes et la réponse protéomique, qui s’intéresse aux modifications de la 
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synthèse des protéines. Les méthodes moléculaires et protéomique, permettant d’analyser ces 

différentes réponses sont décrites ci-dessous. 

 

I. 5. 2. 1. Techniques moléculaires 

Le séquençage des génomes de plusieurs micro-organismes présents dans le fromage a 

permis le développement et l’utilisation d’outils moléculaires permettant de développer des 

approches de génomique fonctionnelles, dans le but de relier l’expression du génome aux 

diverses fonctions des cellules et des organismes. Dans cette partie, les méthodes d’analyses 

transcriptomiques, la RT-PCR quantitative et les puces à ADN sont développées étant donné 

que ce sont celles principalement utilisées dans ce projet. 

 

I. 5. 2. 2. RT-PCR quantitative   

I. 5. 2. 2. 1. Introduction 

Depuis maintenant quelques années, cette technique est utilisée pour quantifier 

spécifiquement un ou des espèces cibles présentes dans des matrices complexes. Quelques 

études ont montré l’intérêt de la RT-PCR quantitative dans la connaissance et l’étude de la 

dynamique d’écosystème microbien complexe (Furet et coll., 2004 ; Matsuki et coll., 2004 ; 

Song et coll., 2004). Cette technique a ainsi été utilisée pour détecter et quantifier des flores 

dominantes et sous-dominantes du Livarot (Gente et coll., 2007 ; Larpin et coll., 2006). De 

plus, son efficacité dans la détection de pathogènes telles que dans des matrices alimentaires 

ou dans l’eau a déjà été démontrée (Brinkman et coll., 2003 ; Hein et coll., 2001). 

 

I. 5. 2. 2. 2. Les étapes de la RT-PCR quantitative 

Cette méthode moléculaire comporte deux étapes. Dans un premier temps les ARN sont 

convertis en ADN complémentaire (transcription inverse), dans un second temps, les ADN 

complémentaires sont amplifiés et quantifiés par PCR en temps réel. 

La transcription inverse (RT) 

La synthèse des ADNc est réalisée à l’aide d’une enzyme, la transcriptase inverse. 

L’origine de cette enzyme est virale : elle est utilisée par les virus dits à « ARN » qui leurs 

permettent de transcrire leur ARN en ADN lorsqu’ils parasitent une cellule (Bustin, 2000 ; 

Bustin et coll., 2005). Les transcriptases inverses utilisées dérivent principalement de deux 

enzymes, la « Avian Myeloblastosis Virus » (AMV RT) et la « Moloney murine Virus 
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Reverse Transcriptase » (MmLV RT). Lors de la réalisation de la transcription inverse, 

l’initiation de la synthèse des ADNc peut être effectuée selon trois méthodes (Zhang, J. et 

Byrne, C. D., 1999). La première consiste à utiliser des hexamères aléatoires de nucléotides, 

qui s’hybrident en de multiples endroits de l’ARN, ce qui permet de convertir l’ensemble des 

ARN en ADNc. La deuxième méthode d’initiation utilise des amorces spécifiques. Seuls les 

fragment d’ARN ciblés sont transcrits en ADN. La troisième méthode, l’initiation est réalisée 

à partir d’oligo-T. Cette méthode est utilisable uniquement dans le cas d’organisme 

eucaryotes (Les oligo-T s’hybrident sur la queue poly A des ARNm). 

 

I. 5. 2. 2. 3. L’amplification et la quantification 

La technique de PCR quantitative en temps réel consiste à détecter le produit de PCR au 

fur et à mesure de son amplification. On accède ainsi à la cinétique d’amplification, ce qui 

permet de calculer le nombre initial de séquences cibles présentes dans une solution. En 

théorie, l’amplification suit la loi exponentielle suivante : N=No x 2n, où n représente le 

nombre de cycles, N la quantité de produit PCR au cycle n et No la quantité initiale de 

séquence cible. Cependant, l’efficacité de l’amplification est souvent inférieure à 100 % et 

tend à diminuer au long de l’amplification. Cette diminution est due à la compétition entre 

l’hybridation des amorces et la renaturation des produits d’amplification entre eux. Elle est 

également due à la baisse de la concentration en réactifs et à l’inhibition de la polymérase par 

des produits de la réaction. Dans la PCR en temps réel, on se base sur les mesures de 

concentrations en amplicon effectuées en phase exponentielle d’amplification. Par 

conséquent, la quantification n’est pas affectée par l’épuisement d’un des réactifs comme dans 

la phase plateau ce qui explique pourquoi le système en temps réel est si reproductible. En 

pratique, les valeurs de fluorescences sont enregistrées au cours de chaque cycle et 

représentent la quantité d’amplicons produits en un point précis dans la réaction. C’est le 

concept du « cycle seuil » (noté Ct «Threshold cycle »). Plus il y a de matrices (template) à 

amplifier au départ de la réaction PCR, moins sera élevé le nombre de cycle requis pour 

atteindre un point où le signal d’émission de fluorescence est statistiquement et 

significativement plus élevé que le bruit de fond (Poitras et Houde, 2002). La valeur de 

l’efficacité (E) est déterminée à l’aide d’un étalonnage avec une quantité connue de séquence 

cible, en utilisant la formule suivante : E=10-1/p, où p représente la pente de la droite reliant Ct 

au logarithme de la concentration en séquence cible.  
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I. 5. 2. 2. 4. La technologie de détection 

Cette technologie est basée sur la détection et la quantification d’une sonde fluorescente 

spécifique du fragment à amplifier (TaqMan®) ou d’un agent intercalant et fluorescent, le 

SYRB®Green. L’intensité de fluorescence est directement proportionnelle à la quantité 

d’amplicons générés pendant la réaction de PCR. Durant l’étape d’élongation, une 

augmentation de la fluorescence est associée à la quantité de colorant se fixant à l’ADN 

double brin naissant. (Figure 5). Lorsque le suivi est réalisé en temps réel, l’augmentation du 

signal est observée pendant l’étape de polymérisation et l’émission fluorescente décroît 

complètement lorsque l’ADN est dénaturé à l’étape suivante. L’émission de fluorescence est 

alors mesurée à la fin de chaque étape d’élongation pour chacun des cycles par un système de 

lecture intégré à l’appareil de PCR en temps réel. Ceci permet de suivre l’augmentation de la 

quantité d’ADN amplifié durant la réaction (Bustin, 2000). Etant donné que le SYBR Green 

se fixe à n’importe quelle molécule d’ADN double brin, c’est donc un agent intercalant 

sensible qui permet de détecter plus d’un produit d’amplification dans la même séquence 

réactionnelle (Poitras et Houde, 2002). En fin de PCR, on réalise en général une courbe de 

fusion du produit d’amplification, ce qui permet de mettre en évidence la présence 

d’amplicons non spécifiques, car ces derniers ont souvent une température de fusion 

différente de celle du produit spécifique. C’est le cas, en particulier, des amplicons résultant 

de l’hybridation d’amorces entre elles (dimères d’amorces). 

Figure 5: Principe d'amplification par PCR en temps réel 
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I. 5. 2. 2. 5. Les stratégies de quantifications 

Pour la quantification des copies d’ADNc par RT-PCRq, deux approches sont 

majoritairement utilisées. Le niveau d’expression d’un gène peut être mesuré de manière 

relative, ou absolue. La quantification absolue est réalisée grâce à l’établissement d’une 

courbe de calibration. La quantification relative est plus simple à mettre en oeuvre car elle ne 

demande aucune courbe de calibration. Cette méthode est basée sur la mesure de l’expression 

du gène cible comparée à celle d’un gène exprimé de manière constitutive (gène référence ou 

gène de contrôle). 

 

I. 5. 2. 2. 6. La quantification relative 

La quantification relative permet de visualiser les variations d’expression d’un gène. Le 

principe de cette méthode, repose sur la mesure de l’expression du gène cible et sur la mesure 

de l’expression d’un gène de référence (étalon interne). Le gène de référence, est un gène 

exprimé de manière constitutive ; il n’est donc soumis à aucune régulation. Par conséquent, le 

taux de transcrit de ce gène de référence est théoriquement semblable dans l’ensemble des 

cellules. La mesure de l’expression du gène est comparée à celle du gène de référence. 

Plusieurs types de modèles mathématiques ont été développés afin d’établir les ratio (gène 

cible/gène de référence). Les données obtenues peuvent être traitées par des logiciels 

développés par des industriels tel que le logiciel Q-gene et Light Cycler Relative 

Quantification. 

La quantification relative permet de comparer la transcription basale d’un gène au 

travers de plusieurs échantillons traités par de multiples PCR avec le contrôle interne en 

ARN. Ainsi, les variations d’expression du gène cible sont visualisées par les variations du 

ratio.  

La quantification relative semble être la méthode la plus appropriée pour évaluer les 

modifications transcriptionnelles liées aux variations environnementales. L’état physiologique 

de la cellule peut ainsi être évalué. Cette méthode de quantification est très utilisée en biologie 

cellulaire pour évaluer la réponse cellulaire à différents stimuli (ex : molécules 

médicamenteuses, action de cytokine). Ainsi, pour chaque type cellulaire et tissulaire étudié, 

le choix de l’étalon interne est primordial pour une évaluation correcte de l’expression 

génique. 
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I. 5. 2. 2. 6. 1. Standardisation via des gènes de référence interne 

Cette méthode de standardisation est la plus simple à mettre en place et la plus 

largement utilisée. Cette stratégie de quantification d’ARN cible la mesure d’un gène de 

référence exprimé de manière constitutive. Ce gène de référence subit toutes les étapes 

d’extraction et de transcription inverse qui sont les étapes les moins reproductibles. 

L’avantage de l’utilisation de gènes de référence permet le contrôle de l’ensemble des étapes 

de la technique de RT-PCR quantitative en temps réel. De plus, l’action des inhibiteurs issus 

de l’extraction agit sur les enzymes de la transcription inverse et de l’amplification de manière 

comparable, que ce soit pour les transcrits cibles ou étalon. 

Les gènes de référence les plus utilisés sont les gènes codant pour la β-actine, le 

glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPHD), l’hypoxanthineguanidine phosribosyl 

transférase (HPRT) et l’ARNr18S. Ils servent de référence depuis plusieurs années dans les 

Northern Blot et les RT-PCR conventionnelles.  

Leur utilisation a été validée pour les techniques qualitatives et semi-quantitatives. Ces 

gènes sont exprimés à un niveau relativement élevé dans la cellule ; ils servent donc de 

contrôle positif idéal. Cependant les avancées en PCR quantitative en temps réel ont mis 

l’accent sur les variations de ces gènes de contrôle (Radonic et coll., 2004 ; Schmittgen et 

Zakrajsek, 2000 ; Theis et coll., 2007).  

 

I. 5. 2. 2. 6. 2. Standardisation via un ARN référant interne exogène. 

Cette méthode de standardisation peut être une stratégie alternative pour les méthodes 

utilisant un contrôle interne. Le principe de la méthode consiste en l’incorporation dans 

l’échantillon d’une molécule artificielle de référence. Cette dernière peut être clonée et 

transcrite in vitro par une autre espèce ou générée de manière synthétique. C’est lors de 

l’étape d’extraction que cette molécule est ajoutée en concentration connue dans l’échantillon. 

Elle subit donc toutes les étapes d’analyse ; ainsi tous les facteurs expérimentaux sont 

comparables à ceux subis par les ARN d’intérêt. Par conséquent, les résultats ne souffrent pas 

des erreurs inhérentes engendrées par les fluctuations biologiques pouvant affecter les gènes 

de référence. Cependant, du fait que ces molécules artificielles ne sont pas extraites des 

cellules de l’échantillon, les artefacts liés à l’extraction ne peuvent pas être supprimés. 

L’utilisation d’un étalon interne exogène représente un potentiel important pour les 

méthodes de normalisation. Néanmoins, ces standards exogènes ne sont pas encore 

commercialisés et la normalisation via cette technique n’est pas encore validée. 
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I. 5. 2. 2. 7. La quantification absolue. 

La quantification absolue implique l’utilisation d’une courbe de calibration. Cette 

courbe de calibration étant hautement reproductible, elle permet de quantifier de manière très 

sensible des amplifiats ultra spécifiques. L’utilisation de calibration externe lors de la 

quantification absolue a été validée comme étant la méthode la plus précise. Cependant, la 

précision de la technique dépend du choix de la référence externe. Cette référence constituée 

de molécule d’ADN de concentration connue, peut provenir de plasmides recombinants ou 

d’ADN génomique. L’utilisation d’étalons à base d’ADN pose un problème du fait qu’ils 

subissent uniquement l’étape de PCR, sans passer par la transcription inverse. Cette étape de 

transcription inverse est une source potentielle de variabilité de résultats obtenus. De plus, la 

quantification avec un standard externe requiert une attention particulière pour une 

optimisation et une précision maximale. Pour cela, une duplication des échantillons dans la 

même PCR est indispensable afin de visualiser les variations intra-essai. Les variations inter-

essais sont testées via des duplicats placés dans deux PCR séparées. 

 

I. 5. 2. 3. Puce à ADN 

I. 5. 2. 3. 1. Introduction 

Loin de correspondre à une technique unique, les puces à ADN regroupent un ensemble 

très divers de méthodes et de technologies. Suite logique aux méthodes de northern blotting 

(Alwine et coll., 1977) et d’expression différentielle (Liang et Pardee, 1992), les premières 

puces à ADN sont apparues en 1993 en se basant sur le principe développé par Southern 

(Southern, 1974). Ce principe stipule que deux fragments d’acides nucléiques 

complémentaires peuvent s’associer et se dissocier de façon réversible sous l’action de la 

chaleur et de la concentration saline du milieu. Il s’agit simplement d’une miniaturisation du 

système classique de reverse dot blot (où la sonde est fixe alors que la cible marquée est en 

solution) (Lennon et Lehrach, 1991) qui a vu le jour grâce à une technologie pluridisciplinaire 

intégrant l’électronique (techniques de dépôt), la chimie (préparation des lames et greffes des 

sondes oligonucléotidiques ou synthèse in situ), l’analyse d’images (acquisition des données) 

et l’informatique (interprétation des données).  

Historiquement, les macroarrays, les microarrays et les « véritables » puces à ADN, 

correspondent à des méthodes différentes d’analyse (Lagoda et Regad, 2000). Les 

macroarrays utilisaient des clones d’ADN complémentaires (ADNc) disposés sur des 

membranes de nylon (avec un espacement de l’ordre du millimètre) en association avec des 
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cibles radioactives. Les microarrays, plus miniaturisés, comportent quelques milliers de gènes 

représentés par des produits PCR déposés tous les 200 à 400 microns sur une lame de verre et 

des cibles marquées par fluorescence. Enfin les véritables puces à ADN associent à chacun 

des gènes d’un organisme un ensemble d’oligonucléotides synthétisés in situ. 

La première de ces puces à ADN s’appelle la « Gene ChipTM HIV PRT ». Commercialisée en 

1998 par Affymetrix (Santa Clara, CA, USA), elle a été conçue pour l’analyse des mutations 

de la transcriptase inverse et de la protéase du virus HIV (Hinfray, 1997). La même année a 

vu le développement de la première puce à olignucléotides dédiée à une bactérie : elle était 

composée d’un sous-ensemble de cent gènes de Streptococcus pneumoniae (Saizieu et coll., 

1998). Aujourd’hui, ces trois distinctions n’ont plus vraiment lieu d’être, du fait que ces 

techniques sont utilisées de façon croisée, comme l’exemple des puces à ADN utilisant des 

produits PCR et des cibles radioactives. Les terminologies « puce à ADN » et « microarray » 

sont donc employées de façon indifférente. 

 

I. 5. 2. 3. 2. Principe des puces à ADN 

L’idée conceptuelle des puces à ADN est simple. Il s’agit de greffer sur une surface de 

quelques centimètres carrés des fragments synthétiques d’ADN (les sondes) espacées de 

quelques micromètres et représentatifs de chacun des gènes étudiés. Ce micro dispositif est 

ensuite mis en contact des acides nucléiques à analyser (les cibles), au cours de l’étape 

d’hybridation. Ces acides nucléiques, correspondent aux ARNm ou aux ADNc qui ont été 

préalablement couplés à un marqueur fluorescent ou radioactif. Ce contact entre cibles et 

sondes, conduit à la formation d’hybrides qualifiés par leurs coordonnées, et quantifié grâce à 

la lecture des signaux radioactifs ou fluorescents.  

L’analyse du transcriptome nécessite de mesurer les niveaux d’expression de gènes. 

Cette mesure est basée sur la détermination des variations de niveaux d’expression d’un 

organisme dans deux conditions différentes. Il d’agit donc d’une mesure différentielle de 

l’expression des gènes. En pratique, pour réaliser cette mesure, les cibles constituant deux 

échantillons d’étude sont marquées au moyen de deux fluorochromes différents. Elles sont 

ensuite mélangées puis hybridées sur la puce. Après hybridation, la mesure de l’intensité des 

signaux de fluorescence pour chacun des fluorochromes permet finalement de calculer pour 

chaque gène le rapport des intensités, ce qui évalue son expression différentielle. Notons que 

les cibles marquées avec deux fluorochromes différents ne sont pas en compétition pour ce 

lier sur une même sonde, car les sondes sont toujours en excès par rapport à la quantité de 
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cibles qui est déposée. Une étude expérimentale montre que l’intensité du signal obtenu par 

un fluorochrome n’est pas affectée par la présence d’une cible marquée avec l’autre 

fluorochrome (Hoen et coll., 2004). Cette étude valide donc la possibilité de travailler sur les 

signaux aussi bien que sur les rapports des intensités et autorise la comparaison d’échantillons 

qui ne sont pas hybridés sur une même lame. 

 

I. 5. 2. 3. 3. Conception des puces à ADN 

De nombreuses possibilités de conception de puce à ADN existent (Freeman et coll., 

2000). La fabrication de la lame sur laquelle sont déposées les sondes combine divers 

problèmes. Les problèmes chimiques d’une part, dus aux traitements de surface de la lame 

ainsi que la fixation des sondes. D’autre part, des dysfonctionnements d’origine mécanique 

concernant le dépôt des sondes sur la lame par un robot. Ces différentes étapes peuvent 

conduire à des irrégularités spatiales sur la lame qu’il est nécessaire de rechercher afin 

d’éliminer les données correspondantes lors de l’analyse. 

 

I. 5. 2. 3. 4. Les sondes 

Les sondes greffées ou synthétisées peuvent être de différentes tailles en fonction de la 

problématique biologique, des contraintes expérimentales et des moyens disponibles. La 

détermination de leur séquence nécessite une analyse bioinformatique de façon à optimiser à 

la fois les paramètres de spécificité des sondes et des paramètres thermodynamique de 

stabilité de l’hybride formé. 

L’analyse du transcriptome est basée sur l’utilisation de deux types de sondes. Les premières 

sont des fragments d’ADNc entiers issus d’une amplification par PCR, dont la taille des 

fragments peut varier entre 100 et 500 pb. Ces sondes offrent une sensibilité maximale, mais 

possèdent une spécificité faible. Les secondes sont des sondes d’oligonucléotides dont la taille 

varie entre 30 et 70 pb. Ces derniers, allient à la fois des qualités de spécificité et de 

sensibilité. 
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I. 5. 2. 3. 5. Hybridation des puces à ADN 

I. 5. 2. 3. 5. 1. Préparation du matériel biologique 

La préparation des échantillons est une étape critique qui ne doit pas être sous estimée. 

Le choix de protocoles complexes effectués au cours de cette étape, est responsable d’une 

variabilité à la fois biologique et expérimentale devant être pris en compte.  

Le matériel biologique est, la plupart du temps, hétérogène et peut contenir des cellules dans 

des états physiologiques variables. Cependant, il est indispensable de travailler sur une 

population de cellules, du fait de la variabilité des réponses individuelles des différentes 

cellules (Blake et coll., 2003). L’idéal serait de prélever des cellules homogènes et 

synchronisées, ce qui n’est pas souvent le cas. 

Par ailleurs, afin d’optimiser les hybridations sur puce à ADN, il est nécessaire d’avoir une 

quantité minimale de transcrits. Toutefois, il est souvent difficile d’obtenir une quantité 

suffisante de matériel biologique selon le modèle d’étude. Par exemple, lorsque les cellules 

prélevées ne sont pas dans leurs conditions de croissance les plus favorables, la concentration 

en cellules est faible ce qui ne facilite pas l’extraction d’ARN.  

Les conditions d’extraction des ARN sont très critiques. En effet, l’ARNm est relativement 

instable et les demi-vies des différents transcrits d’une cellule eucaryote se révèlent 

extrêmement variables. Les profils d’expression obtenus ne représentent donc qu’une 

moyenne des niveaux d’expression. Malgré l’utilisation d’un protocole d’extraction 

standardisée et reproductible, il existe toujours une part de variabilité expérimentale qui doit 

être prise en compte lors de l’analyse. 

 

I. 5. 2. 3. 5. 2. Marquage 

Le marquage des cibles met en jeu des protocoles divers en fonction des caractéristiques 

de l’organisme étudié. Les protocoles courant de marquage des ARN issus d’eucaryotes 

consiste à utiliser la séquence poly-A présente à l’extrémité 3’ des ARNm pour ancrer une 

amorce spécifique poly-T permettant la synthèse des ADNc marqués par une transcriptase 

inverse. Chez les procaryotes, des amorces aléatoires sont utilisées du fait de la courte durée 

de vie de la séquence poly-A sur de nombreux ARNm, qui intervient comme un signal de 

dégradation de la molécule (Gingeras et Rosenow, 2000).  

Le marquage est effectué par incorporation d’une molécule radioactive ou fluorescente. Les 

cyanines fluorescentes Cy 3 (vert) et Cy 5 (rouge), sont le plus souvent utilisées car elles 

possèdent un haut niveau d’émission photonique sous forme d’un pic étroit qui assure une 

 53



meilleure sensibilité et résistent à la décoloration. Cependant la Cy 5 est parfois à l’origine 

d’un bruit de fond élevé sur les surfaces de verre et semble plus sensible à la décoloration que 

la Cy 3 (van Hal et coll., 2000). 

L’étape de marquage peut avoir lieu directement lors de la synthèse de l’ADNc par 

incorporation de nucléotides couplés aux fluorochromes, il s’agit d’un marquage direct 

(Figure 6A). Par opposition, le marquage indirect se déroule en deux étapes (Figure 6B). La 

première consiste à incorporer des nucléotides modifiés (aminoallyl-dUTP) dans les ADNc 

synthétisé, qui seront, lors d’une deuxième étape, mis en contact avec les molécules 

fluorescentes (Figure 6). 

Figure 6 : Description des protocoles de marquage direct (à gauche) et indirect (à droite) pour 

l’incorporation des fluorochromes Cy3 et Cy5. 

 

Transcriptase
inverse

B-Marquage indirect
(avec incorporaction de dUTP-aa)

A-Marquage direct

Cy3/Cy5-dCTP

dATP,dGTP,dTTP

ADNc marqué en Cy3

ADNc marqué en Cy5

Aminoallyl-dUTP,

dATP,dGTP,dCTP

NH2 NH2NH2

N-C-
H

O

N-hydroxy succinimide

Transcriptase
inverse

Transcriptase
inverse

B-Marquage indirect
(avec incorporaction de dUTP-aa)

A-Marquage direct

Cy3/Cy5-dCTP

dATP,dGTP,dTTP

ADNc marqué en Cy3

ADNc marqué en Cy5

Aminoallyl-dUTP,

dATP,dGTP,dCTP

NH2 NH2NH2

N-C-
H

O

N-hydroxy succinimide

Transcriptase
inverse

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I. 5. 2. 3. 5. 3. Hybridation 

La phase d’hybridation est réalisée dans un incubateur durant toute la nuit. Elle 

n’aboutit à la formation d’hybrides que pour 0,1 à 1 % des sondes marquées (Granjeaud et 

coll., 1999). Elle est suivie d’une étape de lavage destinée à éliminer de la surface de la puce 

les cibles non hybridées. Cette étape doit être également optimisée afin d’obtenir le meilleur 

rapport possible entre le signal et le bruit de fond. Des comportements d’hybridations 

différents peuvent être observés pour les différentes sondes d’un même gène. De nombreux 

facteurs sont à l’origine de ces variations, comme le taux de GC, la structure des acides 

 54



nucléiques ou encore la localisation de la sonde sur la séquence du gène (Barczak et coll., 

2003). Certains paramètres sont importants pour l’hybridation tel que le choix de la 

température d’hybridation (Relogio et coll., 2002). En solution, cette température dépend de 

la température de fusion (Tm) de l’hybride formé entre une cible et sa sonde, c’est-à-dire de la 

température à laquelle la moitié des acides nucléiques est sous forme de double brin. 

 

I. 5. 2. 3. 5. 4. Acquisition des données 

Après hybridation, une étape de lecture de la puce permet de repérer les sondes ayant 

réagi avec l’échantillon testé. La qualité de lecture conditionne de façon majeure la précision 

des données, et donc la pertinence des interprétations (Yang et coll., 2002). L’obtention de 

l’image se fait lorsque la fluorescence émise à la surface de la lame est détectée après 

excitation des fluorophores. Le procédé de détection le plus classiquement utilisé combine un 

laser, pour exciter les fluorophores, et un microscope confocal (ou scanner) couplé à un tube 

photomultiplicateur (PMT) pour analyser les photons émis par les marqueurs (Schena, 1999). 

Les canaux de lecture correspondant aux longueurs d’ondes 635 nm et 532 nm sont utilisés 

pour lire respectivement la fluorescence du Cy 5 et celle du Cy 3. Le signal pour chaque 

fluorochrome est mesuré par la somme des intensités des pixels du spot. Cette somme 

représente la quantité totale des cibles hybridées sur les sondes (Dudoit et coll., 2002). 

 

I. 5. 3. Approche protéomique 

Le protéome représente la totalité des « protéines exprimées par le génome » d’une 

cellule, d’un tissu ou d’un organisme (Pennington et coll., 1997). La méthode utilisée pour 

déterminer le protéome est connue sous le nom de protéomique (Yarmush et Jayaraman, 

2002). Développée, en 1975, par O’Farrell, l’électrophorèse bidimensionnelle est aujourd’hui 

la méthode la plus souvent utilisée pour la caractérisation du protéome cellulaire (Chich, 2001 

). L’approche la plus courante dans le cadre de l’étude de l’état physiologique des cellules, 

consiste à établir le protéome de référence du micro-organisme pour, ensuite, analyser de 

façon différentielle les changements consécutifs aux altérations environnementales par rapport 

à la condition de référence. Elle consiste, dans un premier temps, à extraire et à purifier les 

protéines afin d’obtenir une mixture complexe contenant les protéines présentes dans le 

micro-organisme à un moment précis. Dans un deuxième temps, les protéines sont séparées 

par électrophorèse bidimensionnelle en fonction de leur point isoélectrique et de leur masse 

moléculaire. Cette séparation génère une carte où les protéines sont distribuées dans l’espace 
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selon leur point isoélectrique et leur poids moléculaire. Certaines protéines ne se solubilisent 

pas facilement, ce qui rend leur séparation imparfaite. Les protéines de haut (>200kDa) ou 

faible (<10kDa) poids moléculaire ne sont pas toujours séparées correctement (Yarmush et 

Jayaraman, 2002). De plus, la lourdeur, la durée et le coût des analyses sont des facteurs 

restrictifs pour une application plus ample de cette méthode. Une fois la carte protéomique du 

micro-organisme réalisée, elle est alors analysée grâce à des logiciels d’analyse d’images. 

L’étape suivante comprend la caractérisation et l’identification de chaque protéine 

individuellement. A cet effet, les protéines sont extraites du gel, hydrolysées et analysées par 

spectroscopie de masse (MALDI-TOF). La séquence de peptides obtenue est comparée avec 

les bases de données disponibles en vue de l’identification de la protéine. La qualité de 

l’identification est proportionnelle à la connaissance disponible sur le génome du 

microorganisme étudié. En ce qui concerne les levures, les souches séquencées de S. 

cerevisiae ou de Candida albicans ont permis la réalisation d’études comparative par 2-D gel 

en faisant varier la source de carbone et ou d’azote (Eisler et coll., 2004 ; Kusch et coll., 2008 

; Pham et Wright, 2008). La souche séquencée de Y. lipolytica E150 (Dujon et coll., 2004) a 

permis une première étude comparative par électrophorèse bidimensionnelle (2-D) de la 

levure (Morín et coll., 2007). De récentes études ont combiné à la fois les résultats du 

protéome avec le transcriptome (Herve-Jimenez et coll., 2009 ; Herve-Jimenez et coll., 2008 ; 

Mader et coll., 2002). Mais il est indispensable de noter que l’abondance d’une protéine ne 

corrèle pas toujours avec l’expression du gène qui le code du fait des modifications post-

traductionnel de l’ARNm (Anderson et Seilhamer, 1997 ; Gygi et coll., 1999).  
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II. RESULTATS ET DISCUSSION 

II. 1. Mise au point de la méthode transcriptomique d’étude : La PCR 

quantitative en temps réel 
L’analyse transcriptomique des différentes voies métaboliques de la levure Y. lipolytica 

par PCR quantitative en temps réel, nécessite d’établir rigoureusement les conditions de 

quantification. 

 

II. 1. 1. Spécificité des amorces 

La qualité de mesure reposant sur la spécificité des amorces, celles-ci ont été choisies de 

manière à ce qu’elles ne forment pas de dimères artefactuels. Les amorces de chaque gène 

sont validées à l’aide d’une gamme étalon d’ADN de l’espèce d’intérêt allant de 0,05 à 500 

ng d’ADN. De plus, la spécificité du produit d’amplification par analyse de sa courbe de 

dissociation (ou « Melting curve »), a été analysée pour tous les gènes en fin de PCR. Cette 

analyse nous indique si seulement un ou plusieurs fragments d’ADN ont été amplifiés (Figure 

7) Le gène BAT2 codant pour l’aminotransférase a été amplifié par PCR quantitative à partir 

d’ARN extrait de trois conditions différentes (a, b, c) de culture de Y. lipolytica. L’allure de la 

« melting curve » obtenue pour les échantillons a et b indique que seul le gène de 

l’aminotransférase BAT2 a été amplifié. L’allure de la « melting curve » et la température de 

dissociation du produit PCR du gène qui code pour l’aminotransférase sont différentes pour 

l’échantillon c. Dans cet échantillon, un artéfact de PCR dans lequel des dimères d’amorces 

ont été amplifiés à la place du gène cible, a été observé. 
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Figure 7 : Courbe de dissociation (Melting curve) du produit PCR de l’aminotransférase Bat2 

chez Y. lipolytica.  

 

Température (°C)

Température (°C)

Fl
uo

re
sc

en
ce

 –
d(

FI
)/d

t
Fl

uo
re

sc
en

ce
 –

d(
FI

)/d
t a

b

c

c

a

b

Température (°C)

Température (°C)

Fl
uo

re
sc

en
ce

 –
d(

FI
)/d

t
Fl

uo
re

sc
en

ce
 –

d(
FI

)/d
t

Température (°C)

Température (°C)

Fl
uo

re
sc

en
ce

 –
d(

FI
)/d

t
Fl

uo
re

sc
en

ce
 –

d(
FI

)/d
t a

b

c

c

a

b

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La melting curve correspond à la dérivée de la fluorescence en fonction de la température. 
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II. 1. 2. Quantification  

Il existe deux méthodes de quantification par PCR quantitative : la quantification 

absolue et la quantification relative. La quantification absolue permet de déterminer le nombre 

de copies d’un gène cible dans une cellule par rapport à une gamme étalon. La quantification 

relative, quant à elle, permet de comparer l’expression d’un gène cible dans une condition 

donnée par rapport à son expression dans une condition témoin. 

Dans le cadre de cette thèse, l’objectif était de comparer l’expression de gènes cibles – 

impliqués dans différents catabolismes tels que ceux du lactate et des acides aminés - en 

fonction i) d’une part de la nature et de la concentration des sources d’azote et de carbone, ii) 

d’autre part en fonction des différents micro-organismes mis en co-culture. Ainsi la méthode 

de quantification relative a-t-elle été choisie. 

 

II. 1. 2. 1. Mécanismes et modèles mathématiques de la quantification relative  

Il existe deux méthodes de quantification: la quantification relative par rapport à une 

gamme étalon standard et la quantification relative comparative. Dans notre cas, nous avons 

choisi la méthode comparative qui ne nécessite pas de gamme étalon standard. Cette méthode 

consiste à normaliser la quantité de transcrits d’un gène cible par rapport à la quantité de 

transcrits d’un gène de référence et à comparer les niveaux d’expression du gène cible dans 

une condition donnée par rapport à une condition de référence. Cette méthode est couramment 

appelée : la méthode du 2-∆∆Ct (Bustin, 2002 ; Ginzinger, 2002 ; Livak et Schmittgen, 2001 ; 

Schmittgen et coll., 2000 ; Winer et coll., 1999). 

Les valeurs de fluorescence enregistrées au cours de chaque cycle représentent la 

quantité d’amplicons générés au cours de la réaction (Figure 8). Après un certain nombre de 

cycles, cette courbe de production d’amplicons coupe la ligne de base (bruit de fond). Ce 

point d’intersection détermine le Ct (« Cycle threshold »), c’est-à-dire le nombre de cycles 

(seuil) qui marque le début de la phase exponentielle d’amplification.  

Le ∆Ct entre le Ct du gène cible et le Ct du gène de référence (ex. ∆Ct = CtBAT2 - 

CtActine) représente la différence d’expression de ces deux gènes car le Ct est inversement 

proportionnel à la quantité de matrice de départ (nombre de copies d’ADNc obtenues à partir 

des ARNm). La différence du nombre de cycles est une puissance de 2 (du fait du mécanisme 

de doublement de la quantité d’ADN à chaque cycle). Ainsi, un ∆Ct de 3 entre deux gènes 

signifie une expression 8 fois (23 ) plus forte. Cependant, il ne faut jamais utiliser des valeurs 
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de Ct supérieures à 40 pour cause de non proportionnalité de la réaction et aussi de la 

fréquence importante d’artefacts. 

Enfin, le ∆∆Ct permet de comparer l’expression d’un même gène cible dans différentes 

conditions de culture ou différentes association de micro-organisme (ex. ∆∆Ct = ∆CtBAT2 

avant ajout d’acides aminés – ∆CtBAT2 après ajout d’acides aminés). 

Figure 8 : Cinétique de l’amplification par PCR quantitative de l’aminotransférase (2X acides 

aminés-BAT2) et de l’actine (2X acides aminés -Act) chez Y. lipolytica.  

Pour chaque gène on détermine un cycle seuil (Ct) qui représente le nombre de cycle requis 

pour lequel le signal de fluorescence est statistiquement et significativement plus élevé que la 

ligne de base. Le ∆Ct consiste à déterminer la quantité normalisée de transcrits du gène cible 

(2X AA-Bat2) par rapport à la quantité de transcrits du gène de référence (2X AA-Act). 
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II. 1. 3. Conditions requises 

II. 1. 3. 1. Sélection et validation du gène de référence 

En PCR quantitative, le choix du gène de référence est primordial (Radonic et coll., 

2004 ; Schmittgen et Zakrajsek, 2000 ; Vandesompele et coll., 2002 ; Volkov et coll., 2003). 

Les différentes études effectuées sur la levure Y. lipolytica ont nécessité le choix d’un gène de 

référence. Pour cela, le gène codant pour l’actine a été choisi comme témoin interne afin de 

calibrer l’expression des gènes d’intérêt (Blanchin-Roland et coll., 2005). En effet, 

l’expression de l’actine est constante chez la levure et n’est pas influencée par les sources de 

carbone et/ou d’azote.  

Dans le cas des parties 4 et 5 concernant l’étude de l’interaction de Y. lipolytica en co-

culture avec Staphylococcus xylosus et Lactococcus lactis, le gène codant pour l’actine a aussi 

été sélectionné pour la levure (Blanchin-Roland et coll., 2005). Pour Staphylococcus xylosus, 

deux gènes de ménages ont été testés gyr et tuf codant respectivement pour la gyrase et le 

facteur d’élongation de la traduction. Le gène gyr a été sélectionné (Figure 9) du fait de la 

faible variation de son Ct entre les différentes conditions de culture. Dans le cas de 

Lactococcus lactis, trois gènes de ménages ont été testés : gyrA, CysK et purM codant 

respectivement pour la gyrase, la cysteine synthase A et 5’-phosphoribosyl-5-aminoimidazole 

synthase. Le gène purM a finalement été retenu (Figure 10) comme gène de référence. 
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Figure 9 : Choix du gène de référence de S. xylosus C2a.  

Les histogrammes représentent l’amplification des différents gènes de ménages par RT-PCR 

quantitative dans différentes conditions de cultures. S : Culture pure de S. xylosus C2a, YS : 

Co-culture de S. xylosus C2a et de Y. lipolytica 1E07, YLS : Co-culture de S. xylosus C2a, L. 

lactis LD61 et Y. lipolytica 1E07. 
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Figure 10 : Choix du gène de référence de Lactococcus Lactis LD61.  

Les histogrammes représentent l’amplification des différents gènes de ménages par RT-PCR 

quantitative dans différentes conditions de cultures. L : Culture pure de L. lactis LD61, YL : 

Co-culture de L. lactis LD61 et Y. lipolytica 1E07 ; YLS : Co-culture de L. lactis LD61, Y. 

lipolytica 1E07 et S. xylosus C2a. 
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II. 1. 3. 2. Efficacité de la PCR des gènes cibles et de celle des gènes de référence 

Afin de pouvoir utiliser la méthode du ∆∆Ct, la similarité de l’efficacité de la PCR 

du gène cible et du gène de référence a été vérifiée. Une méthode simple consiste à 

construire la droite de régression Ct du gène cible et du gène de référence en fonction du 

log10 de la concentration d’ADNc (Figure 11). Le calcul de l’efficacité de la PCR se fait à 

l’aide de l’équation E=10[-1/pente] (Bustin, 2004). Si l’efficacité du gène cible et du gène de 

référence est égale à 100 %, la méthode du 2-∆∆Ct est alors applicable. Des gammes étalons 

ont été construite pour chaque gène. 

Cette méthode du 2-∆∆Ct a été utilisée pour comparer les niveaux d’expression d’un 

même gène cible dans différentes conditions de cultures. Le logiciel REST 2008 (V2.0.7) 

permettant l’analyse de la variance, a été utilisé pour comparer les valeurs de ∆Ct. Les 

résultats ont été considérés comme significativement différents au seuil p < 0,05. 
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Figure 11 : Etalonnage obtenu lors de l’amplification par PCR en temps réel de l’ADN 

génomique de Y. lipolytica 1E07. 

La gamme de dilution de l’ADN se fait de 10 en 10. Les droites de régression du gène de 

référence, (A : Actine) et du gène cible (B : BAT1) ont été réalisée. L’efficacité (E) de la PCR 

a été calculée pour chaque gène. 
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II. 2. Etude du catabolisme du lactate et des acides aminés chez la 

levure d’affinage Yarrowia lipolytica 

II. 2. 1. Etudes microbiologiques, biochimiques et transcriptomiques 

II. 2. 1. 1. Résumé 

Yarrowia lipolytica est une levure ubiquitaire retrouvée dans la majorité des fromages. 

Elle fait ainsi naturellement partie de la flore de surface de nombreux fromages.[1-3]. Afin de 

mieux comprendre son rôle et sa capacité d’adaption dans l’affinage du fromage, il est 

important d’étudier son implication dans le catabolisme du lactate et des acides aminés. La 

disponibilité et la consommation de ces principaux substrats sont à l’origine du 

développement des micro-organismes ainsi que de la production d’arômes. 

Afin d’étudier ces catabolismes, une souche de Y. lipolytica 1E07 isolée du Livarot a été 

sélectionnée. Dans le but de s’affranchir des complications (ex : extraction de l’ARN) de 

l’approche transcriptomique se faisant directement à partir de fromage (milieu solide, matière 

grasse), un milieu liquide de culture chimiquement défini (MCD) a été dans un premier temps 

choisi. Par rapport au milieu standard, deux concentrations d’acides aminés ont été utilisées : 

0,1X AA (faible concentration) et 2X AA (forte concentration) en présence ou non de lactate. 

Les résultats microbiologiques mettent en évidence une croissance plus importante de la 

levure dans un milieu contenant une forte concentration en acide aminé indépendamment de 

la présence ou non de lactate. Les analyses biochimiques montrent que les acides aminés sont 

préférentiellement consommés par la levure, le lactate étant utilisé uniquement après 

consommation totale des acides aminés.  

Avec pour objectif de déterminer l’effet de l’ajout d’acides aminés sur l’expression de 

gènes (dans un milieu contenant uniquement du lactate comme source de carbone), quatre 

aminotransferases, BAT1, BAT2, ARO8 et ARO9 et un transporteur d’acides aminés, GAP1, 

ont été sélectionnés comme indicateurs du catabolisme d’acides aminés. De plus, trois gènes 

impliqués dans le catabolisme du lactate ont été choisis : un transporteur de lactate JEN1 et 

deux lactate déshydrogénases, CYB 2-1 et CYB 2-2. Les résultats de transcriptomique 

montrent le maximum d’induction de l’expression des gènes ARO8, BAT1, BAT2 et GAP1, 15 

à 30 min après l’ajout d’acides aminés, les gènes JEN1, CYB 2-1 et CYB 2-2 étant uniquement 

induit au bout de 60 min. 
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Les résultats microbiologiques, biochimiques et transcriptomiques confirment une réelle 

préférence de Y. lipolytica pour les acides aminés qui constituent la principale source de 

carbone et d’azote pour la levure. 

II. 2. 1. 2. Publication n°1 : “Lactate and amino acids catabolism in the cheese-

ripening yeast Yarrowia lipolytica” 

Accepté pour publication par le Journal : Applied and Environmental Microbiology 
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II. 2. 2. Etude Protéomique de la levure Y. lipolytica 1E07. 

II. 2. 2. 1. Résumé 

L’étude du protéome permet de compléter les résultats obtenus dans la première partie 

de ce travail. L’étude protéomique a permis de comparer l’abondance des protéines dans un 

milieu contenant uniquement du lactate comme source de carbone (AA-) à celles présentes 5 

heures après ajout d’acides aminés (AA+). Cela a permis de préciser l’effet de l’ajout des 

acides aminés sur le métabolisme de cette levure. 

Trente-quatre protéines différentiellement exprimées ont pu être identifiées dans les gels 

2D contenant respectivement 491 ± 35 (AA-) et 501 ± 45 (AA+) spots protéiques par gel. Nos 

résultats ont mis en évidence une induction de l’expression des protéines impliquées dans le 

stress oxydatif dans la condition AA-. Les protéines induites dans le milieu AA+, sont 

principalement celles impliquées dans les métabolismes du carbone, des acides aminés et de 

la biosynthèse protéique. 

Les données protéomiques ont été complétées par une étude transcriptomique par RT-

PCR quantitative sur plusieurs gènes cibles. Le niveau d’expression de 9 gènes (BAT2, PDC6, 

SSZ1, PRX1, CTT1, SAH1, TSA1, JEN1 et GAP1) a été mesuré avant et après 30 min d’ajout 

d’acides aminés. La comparaison des résultats de l’analyse transcriptomique et protéomique 

révèle une concordance au niveau de l’expression de 3 gènes BAT2, PDC6 et SSZ1 

(sélectionner des protéines induites après l’ajout d’acides aminés). Ces gènes sont induits 

respectivement 304.6, 27.3 et 10.9 fois dans la condition AA+ par rapport à la condition AA-. 

L’expression des gènes JEN1 et GAP1 codant pour des protéines membranaires (ne pouvant 

pas être détectée par protéomique) impliqués respectivement dans le transport du lactate et des 

acides aminés sont induits 3.78 et 71.75 fois dans dans la condition AA+ par rapport à la 

condition AA-. L’expression des 4 autres gènes n’a pas pu être détectée dans nos conditions. 

Des études ont déjà montré que l’abondance d’une protéine ne corrèle pas toujours avec 

l’expression du gène qui le code du fait des modifications post-traductionnel de l’ARNm [4, 

5]. 

Les deux approches mettent en évidence une induction des métabolismes du carbone et 

des acides aminés dans la condition AA+ en comparaison avec la condition AA-. En effet, un 

changement de la disponibilité en azote peut induire les voies métaboliques de fixation du 

carbone, dans le but d’avoir un niveau stable du ratio C/N [6].  
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II. 2. 2. 2. Publication n°2 : “A joint proteomic and transcriptomic analysis of the 

amino acids catabolism in the yeast Yarrowia lipolytica” 
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A proteomic and transcriptomic view of amino acids 

catabolism in the yeast Yarrowia lipolytica 

S. Mansour, J. Bailly, J. Delettre and P. Bonnarme* 

 

 

INRA- AgroParisTech, UMR 782 Génie et Microbiologie des Procédés Alimentaires, 78850 

Thiverval Grignon, France 

*Corresponding author. Phone: +33 (0)1 30 81 53 88. Fax: +33 (0)1 30 81 55 97. E-mail: 

bonnarme@grignon.inra.fr 

 76



Abstract 

Yarrowia lipolytica has to develop dynamic metabolic adaptation mechanisms in order to be 

able to survive within the cheese habitat. The different nutrient availability and consumption 

such as amino acids is of major importance for microbial development and/or aroma 

production during cheese ripening. Using a 2-D protein gel electrophoresis approach, we 

analyzed the adaptation mechanisms of Yarrowia lipolytica for amino acids limitation or 

supplementation in a batch culture in a synthetic medium containing lactate as a carbon 

source. Proteome analyses allow the identification of 34 differentially-expressed proteins 

between the cultures conditions. Eleven proteins were amplified or only present under the 

amino acids limitation condition, whereas 23 proteins were amplified or only present under 

the amino acids supplemented condition. These analyses demonstrated that prior to the amino 

acids addition, mainly proteins involved in the oxidative stress of the yeast were induced. 

Following the amino acids addition, yeast cells reorganize their metabolism towards amino 

acids catabolism and also generate a higher induction of proteins related to carbon 

metabolism and proteins biosynthesis. In addition, using real-time reverse transcription PCR 

approaches, we re-evaluated the expression of genes encoding proteins involved in these 

processes. The expression levels of the genes were in accordance with the proteomic results, 

with the up-regulation of genes encoding a branched-chain amino transferase BAT2, a 

pyruvate decarboxylase PDC6 and an Hsp70 protein SSZ1 involved in protein biosynthesis. A 

volatile compound analysis was also performed, and increased production of 

dimethyldisulfide from methionine and 3-methyl-butanal from leucine was observed in media 

supplemented with amino acids. 

Keywords: Amino acids; lactate; 2-D gel electrophoresis; Yarrowia lipolytica. 
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1 Introduction 

The yeast Yarrowia lipolytica is well adapted to the cheese habitat, which contains a 

microbial community of both yeast and bacteria, in which it develops [7]. This yeast has the 

capacity to grow under a wide range of metabolic conditions, and it is often associated with 

proteolysis and lipolysis activities. Y. lipolytica has to develop dynamic metabolic adaptation 

mechanisms in order to be able to survive within the cheese ecosystem. The different nutrient 

availability and consumption of amino acids, for example, is of major importance for 

microbial development and/or aroma production during cheese ripening. A previous study 

showed that amino acids starvation could induce oxidative stress response in yeast [8]. In the 

cheese-ripening curd, lactate and amino acids constitute the main carbon and/or nitrogen 

sources available. Lactate results from the conversion of lactose by lactic acid bacteria, and 

amino acids result from casein proteolysis during the cheese ripening process [9].(ref 3 pas 

bonne! Que fait-on? C bon je l’ai enlevé) It is clearly established that free amino acids 

released through proteolysis are converted into aroma compounds that contribute to cheese 

flavor [9]. However, due to limited amino acids and lactate availability during cheese 

ripening, microorganisms in the cheese ecosystem must adapt their metabolism for the 

consumption of amino acids and/or lactate, depending on their need and/or the relative 

concentrations of these substrates. In contrast to other cheese ripening yeasts such as 

Debaryomyces hansenii and Kluyveromyces lactis, which are known to consume lactate in the 

early stages of ripening, leading to the deacidification of the cheese surface, Y. lipolytica is a 

much more versatile yeast that can produce flavor compounds such as volatile sulfur 

compounds [10, 11] and/or ammonia [12] through amino acids catabolism. Comparative 2-D 

protein gel analyses of Y. lipolytica have already been used in order to study fungal 

dimorphism of the yeast [13]. 

The study presented here allows a deeper understanding of the temporal proteomic response 

of Y. lipolytica grown in amino acid-starved medium versus amino acid-supplemented 

medium and, in particular, of how the Y. lipolytica proteome changes during the early stage of 

amino acids supplementation. In the present study, we used a 2-D protein gel approach to 

analyze differences in protein synthesis and accumulation by comparing Y. lipolytica culture 

before and 5 hours following amino acids supplementation. In order to complement the 

proteomic results, the expression of several target genes were also investigated using real-

time reverse transcription PCR (RT-qPCR). The proteomic and transcriptomic data generated 

allow a better understanding of Y. lipolytica adaptation in response to amino acids 

availability, which may play a central role in the understanding of the duel adaptation of yeast 
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metabolism to the cheese biotope. Finally, flavor compounds resulting from amino acids 

catabolism were also measured and compared following amino acids supplementation. 

2 Materials and methods 

2.1 Strain and culture conditions 

The microorganism used throughout this work was Yarrowia lipolytica 1E07. This strain, 

originally isolated from Livarot, a French cheese, and obtained from the LMILA (Laboratoire 

des Micro-organismes d’Interêt Laitier et Alimentaire, Caen, France). It was selected for its 

ability to develop within a cheese ecosystem under technological conditions [7]. Yeast was 

stored in 5% glycerol non-fat dry milk at -80ºC until it was used.  

The yeast was cultivated in a 500-mL flask containing 100 mL potato dextrose broth (PDB) 

(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) for one day at 25ºC with stirring (150 rpm). The PDB 

medium was inoculated with 1 mL of a thawed stock suspension. This preculture served as 

inocula for the subsequent culture. A defined synthetic medium (SM), adapted from the one 

described by Otto et al. [14] (supporting information), was used for all the culture conditions. 

It essentially contained 48 components, including lactate and lactose as principal carbon 

sources, 19 free amino acids, 14 vitamins, five metallic ions and four nucleic acid bases. The 

pH of the culture media was adjusted to 6.7. Two culture conditions were used: a medium 

containing only lactate without amino acids, and a medium containing 0.1X amino acids. 

Cultures were incubated at 25ºC (150 rpm). The concentration of lactate and lactose 

corresponds to the maximum amount of substrates present in the curd of soft cheese such as 

Camembert [15]. In order to have enough biomass for the proteomic and transcriptomic 

analyses, Y. lipolytica cells were cultivated for 56 hours in a medium containing only lactate, 

then the amino acids were added. Yeast samples were collected immediately before the amino 

acids addition (for transcriptomic and proteomic analyses), and 30 minutes (for the 

transcriptomic analysis) or 5 hours after the amino acids addition (for the proteomic analysis). 

2.2 Microbial and substrate analyses 

Viable cell counts, expressed as colony-forming units (CFU/mL), were determined following 

a standard aerobic plate count procedure. One milliliter of yeast culture was mixed with 9 mL 

of physiological saline (9 g/L NaCl) with which 10-fold serial dilutions were prepared and 

then plated on 120-mm-diameter Petri dishes. Plates contained a glucose chloramphenicol 

agar medium (Biokar Diagnostics, Paris, France) to ensure immediate differentiation of the 

colonies based on their size, appearance and pigmentation, and to detect any microbial 

contamination. Colonies were enumerated after incubation for two days at 25ºC. 
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Amino acids concentration was analyzed using the ninhydrin method as previously described 

by Grunau and Swiader [16]. 

Lactate was quantified by performing High-Performance Liquid Chromatography (HPLC, 

Waters TCM; Waters, Saint Quentin en Yvelines, France) with a cation exchange column 

(diameter: 7.8 mm; length: 300 mm; Aminex HPX-87H; Bio-Rad, Ivry-Sur-Seine, France), 

and thermostated at 35°C. The culture supernatants were filtered using a polyethersulfone 

membrane filter (pore size: 0.22 µm; diameter: 25 mm). The mobile phase was sulfuric acid 

(0.01 N) dispensed at a rate of 0.6 mL/minute. Detection of compounds of interest was 

performed with a Waters 486 tunable UV/Visible detector regulated at 210 nm. All 

compounds were quantified from calibration curves established with pure chemicals. 

2.3 Extraction of proteins and 2-DE  

Cells harvested after fermentation were washed three times in 50 mM Tris buffer pH 8.8 

(Sigma–Aldrich, Germany) and centrifuged (24,000g, 4 °C, 15 minutes). Cells pellets (0.2 g) 

were resuspended in 1 mL Tris–EDTA buffer (50 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.8) (Sigma-

Aldrich) and lysed with 0.6 g glass beads (0.5 mm in diameter, Biospec Products, Bartlesville, 

USA) in a FastPrep FP 120 apparatus (Bio 101, Savant Instruments, Holbrook, USA) during 

20 seconds at an intensity of 6.5. After centrifugation (24,000g, 4 °C, 15 minutes), protein 

concentration in the supernatant was measured by the Bradford method. Two hundred µg of 

soluble protein were incubated with 60 U benzonase endonuclease (Sigma-Aldrich) and 0.2 

µL 1M MgSO4 (Sigma-Aldrich ) then precipitated with acetone (Prolabo, Paris, France) (10:1 

in volume), chilled 20 minutes at -20°C. After centrifugation (24,000 x g, 4 °C, and 15 

minutes) acetone was eliminated and the sample was dried out at room temperature. Samples 

were diluted in 350 µL extract buffer (7 M urea, 2 M thiourea, 5 g/L Triton X-100, 1.5 g/L 

Biolyte 4–6, and 3 g/L dithiothreitol) (Bio-Rad) and loaded on 17 cm Immobiline DryStrips 

(pI 4–7, Bio-Rad). The first dimension was carried out on a Protean isoelectric focusing cell 

(Bio-Rad) at 20 °C using the following programmes: active rehydratation for 11 hours at 50 

V, 50-500 V for 30 minutes, 500 V for 1 hour, 500-1000 V for 1 hour, 1000 V for 30 minutes, 

1000-3000 V for 1 hour, 3000 V for 30 minutes, 3000-8000 V for 1 hour 30 minutes and 8000 

V for 7 hours 30 minutes. Equilibration was performed in two successive buffers (0,375 M 

Tris pH 8.8, 45 % urea, 2 % SDS, and 20 % glycerol), the first contained 10 g/L dithiothreitol 

(Bio-Rad) (15 minutes) and the second contained 50 g/L iodoacetamide (Bio-Rad) (20 

minutes). The second-dimensional separation was performed on SDS–polyacrylamide gels 

composed of 12.5% acrylamide (Bio-Rad), 0.35 M Tris buffer pH 8.8, 10 g/L SDS, and traces 

of ammonium persulphate (Sigma) and Temed (Bio-Rad). Electrophoresis was conducted at 
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14 °C, with a 2-D Protean electrophoresis system (II XI cell, Bio-Rad) at 10 mA per gel, until 

the tracking dye migrated to the bottom of the gel. A protein marker (200 ng, Bio-Rad) was 

added to the gel. 

After electrophoresis, gels were stained with a Coomassie blue solution (Bio-Rad) and 

scanned (GS800, Bio-Rad) to obtain the digital image of protein spots. The proteome analysis 

was performed with the 2-D image analysis software PDQuest 7.3.0 (Bio-Rad). Spot 

detection and matching was performed using an automated function, followed by manual 

designation of spots as landmarks of alignment of the gels. Molecular weights and isoelectric 

points of the proteins were interpolated from marker proteins coelectrophoresed with the 

sample. The proteome analysis of each sample was repeated three times from three different 

extractions. Each spot was matched among the different gels and the spot intensities were 

compared. The percentage volume was averaged for the three different replicate gels and 

Student’s t-test analysis (p≤0.05) was performed. The modifying factor (MF) was calculated 

as the ratio between the normalized intensity of the protein spot in the medium supplemented 

with amino acids and the normalized intensity of the same spot under the reference condition. 

The confidence threshold for over- and under-expression of protein spots was set at two-fold 

below or above the spot intensity seen in the yeast 2-D gel. Cytosolic proteins, which had 

their synthesis changed under different conditions, were analyzed by MALDI-TOF as 

described by Guillot et al. [17].  

The monoisotopic mass lists characterizing each protein were searched against a Y. lipolytica 

public database, Genolevures (http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/YALI/), by using a local 

version of the MSFit program (http://prospector.ucsf.edu). The proteins were classified into 

functional groups according to the comprehensive yeast genome database (CYGD) at MIPS 

(http://mips.gsf.de/proj/yeast/CYGD/db/). The parameters used for the search were as 

follows: modifications were considered, allowing for one missed cleavage site; a protein mass 

range from 10 to 100 kDa was accepted. Positive identifications were accepted when at least 

five peptides matched, and at least 20% of the peptide coverage of the theoretical sequences 

matched within a mass accuracy of 50 ppm or 25 ppm with internal calibration. 

2.4 RNA isolation and transcriptomics 

Cultures were centrifuged for 5 minutes at 8200 x g and 4ºC. The pellet was re-suspended into 

1.25 mL of Trizol®Reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and poured into 2-mL tubes 

containing 800 mg zirconium beads (diameter: 0.1 and 0.5 mm; BioSpec Products, 

Bartlesville, OK, USA). The tubes were rigorously shaken in a bead beater (Fast-Prep®-24; 

MP Biomedicals, France) by using three 60-seconds mixing sequences at a speed of 6.5 m/s. 
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They were cooled on ice for 5 minutes before each mixing sequence. After centrifugation for 

10 minutes at 12000 x g and 4ºC, the supernatant was collected. It was transferred to a 2-mL 

tube (Phase Lock GelTM Heavy: Eppendorf, Hamburg, Germany), and 230 µL of chloroform 

were added. The tubes were gently mixed by inversion and then centrifuged for 15 minutes at 

12000 x g and 4°C. The aqueous phase was transferred to a fresh tube, and an equal volume 

of phenol:chloroform:isoamyl alcohol, pH 4.7 (Sigma), was added. Tubes were gently mixed 

by inversion and then centrifuged for 10 minutes at 12000 x g and 4°C. The upper phase was 

collected. An equal volume of 100% ethanol was added to the aqueous phase, after which 

purification with an RNeasy kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) was performed, according to 

the manufacturer’s instructions. DNase treatment was done on RNA samples using DNase 

Turbo DNA-freeTM Kit (Ambion, Austin, TX). RNA quality and quantification were analyzed 

using a NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, 

DE, USA) and a Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent, Palo Alto, CA, USA).  

The RNA extraction and purification procedures are described above. The cDNAs were 

subsequently synthesized using the SuperScriptTM III First–Strand Synthesis System 

(Invitrogen). A mix containing up to 5 µg total RNA, random nonamers and dNTP (10mM) 

was prepared and incubated at 65°C for 5 minutes, then placed on ice for at least 1 minute. 

The cDNA synthesis mix containing 10X RT buffer, MgCl2 (25 mM), DTT (0.1 M), 

RNaseOUTTM (40 U/µL) and SuperScriptTM III RT (200 U/µL) was added to each 

RNA/primer mixture and then incubated for 10 minutes at 25°C and then for 50 minutes at 

50°C. The reaction was stopped by incubation for 5 minutes at 85°C. 

Real-time PCR primers were designed to have a length of about 20-25 bases, a G/C content of 

over 50% and a Tm of about 60ºC. The length of the PCR products ranged between 90 and 

150 bp. LightCyclerTM software (Roche, Mannheim, Germany) was used to select primer 

sequences. All the primers were synthesized by Eurogentec (Seraing, Belgium) (supporting 

information). 

SYBR green I PCR amplification was performed using a LightCycler (Roche). Amplification 

was carried out in a 10-µL (final volume) mixture containing 250 ng of RNA sample, 4 mM 

MgCl2, 0.5 µM of primer, and 1 µL of LightCycler-FastStart DNA Master SYBR green I 

(Roche). Five dilutions of cDNA were made to determine the efficiencies of real-time PCR. A 

negative control without cDNA added was systematically included. The amplification 

procedure involved incubation at 95ºC for 8 minutes for the initial denaturation, followed by 

40 cycles consisting of: (i) denaturation at 95ºC for 10 seconds; (ii) annealing at a temperature 

that was 5ºC below the melting temperature of the primers for 7 seconds, (iii) extension at 
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72ºC for 6 seconds, and (iv) fluorescence acquisition (530 nm) at the end of extension. The 

temperature transition rate was 20ºC/second for each step. After real-time PCR, a melting 

curve analysis was performed by continuously measuring fluorescence during heating from 

65 to 95ºC at a transition rate of 0.1ºC/second. The threshold cycle (CT) values were 

determined with LightCycler software (version 3.3), using the second derivative method. 

Standard curves were generated by plotting the CT values as a function of the initial RNA 

concentration log. PCR efficiency (E) was then calculated using the following formula: E=10-

1/slope. The actin gene [18] was chosen as a suitable internal control gene to normalize the 

results. The Pffafl method [19] was used to calculate the fold change in transcript abundance 

normalized to the actin gene and relative to the sample collected before the amino acids 

addition. 

2.5 Volatile compound analysis by dynamic headspace GC-MS 

Samples were thawed in an ice box and homogenized prior to analysis. Five milliliters of each 

sample (bacterial cultures and control) were analyzed. The volatile compounds in each culture 

sample were analyzed using a dynamic headspace analyzer (Purge and Trap concentrator, 

Tekmar-Dohrmann 3100, Tekmar, Cincinnati, OH, USA) coupled to a gas chromatograph 

(HP 6890, Hewlett Packard, Avondale, PA, USA) and a mass spectrophotometer detector 

(MSD 5972 quadrupole mass spectrometer, Hewlett Packard, Avondale, PA, USA) as 

previously described by Arfi et al. [20]. All volatile compounds were identified according to 

the comparison of their mass spectra with those obtained from two databanks (Wiley 275 K 

and NBS 75 k). Moreover, for each compound, the comparison of relative retention indices 

(RI) with information from the database [21] made it possible to confirm their identity. 

Triplicate measurements were made for each sample condition. 

 

3 Results and discussion 

In this work, we monitored proteins induced before (AA-) and after (AA+) an amino acids 

addition in the yeast Y. lipolytica. Our results showed that in the AA- medium, proteins 

involved in the defense mechanisms were mostly induced, while those involved in the amino 

acids and carbon catabolism in addition to protein biosynthesis were increased following the 

amino acids addition. Moreover, expression measurements of several selected genes 

complement the proteomic data with the up-regulation of BAT2, PDC6 and SSZ1, following 

the amino acids addition. In addition, volatile compounds were also used as indicators of 

amino acids degradation. 
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3.1 Microbial and biochemical analysis.  

The measurement of biomass and the percentage of residual amino acids or lactate in the two 

culture conditions of Y. lipolytica are shown in Fig. 1: AA- (Fig. 1A) and AA+ (Fig. 1B).  

Biomass. Biomass was measured in both media. Results showed that in the AA- medium, 

growth was limited with a final biomass of 0.602 g/L (Fig. 1A). In the AA+ medium (Fig. 

1B), growth was stimulated since the final biomass reached 2.16 g/L. 

Amino acids and lactate consumption. In the AA- medium, only 13.5% of lactate was 

consumed at the end of Y. lipolytica growth. This result can be associated with the slow 

growth of the yeast due to amino acids starvation. In the AA+ medium, 99.3% and 1.8% of 

amino acids and lactate, respectively, were consumed at 14 hours of culture. After amino 

acids depletion, lactate consumption increased and reached 39.1% at 65 hours of culture. 

 

3.2 Comparative proteome analysis before and after the amino acids addition 

In order to better assess the effects of amino acids supplementation on yeast cells growing in a 

medium containing lactate but free of amino acids (AA-), amino acids were added to a batch 

culture of Y. lipolytica grown on AA- medium for 56 hours. The proteome analysis was 

performed on Y. lipolytica cells before or 5 hours following the amino acids addition (Fig. 2, 

3 and 4).  

General Considerations. We identified 34 differentially-expressed proteins from gels 

containing 491 ± 35 (in AA-, which is the reference condition) and 506 ± 45 (in AA+) protein 

spots per gel (Fig. 2 and 4). Eleven proteins were amplified or only present under the AA- 

condition, whereas 23 proteins were amplified or only present under the AA+ condition. As 

can be seen in Fig. 2, 12 proteins appear following the amino acids addition (Fig. 4A), and the 

synthesis of 11 proteins significantly increased (MF>2). Five hours following amino acids 

supplementation, two proteins disappeared (Fig. 4A) and the synthesis of nine proteins was 

lowered (MF≤ 2) (Fig. 4B). The analysis of these proteins by MALDI-TOF made it possible 

to identify 32 of them. Proteins that were not identified have a small number of peptides 

detected which leads to a lowered probability to match with a protein from the database. 

Excerpts from 2D gel of protein extracts is also provided for eight proteins whose expression 

patterns were dramatically influenced by amino acids addition (Fig. 3, Tables 1 and 2). Five 

of these were up-regulated or only present under the AA+ condition: BAT2, A14, PDC6, 

PCK1, SSZ1, and three proteins were up-regulated or only present under the AA- condition. 

A more complete comparative analysis of the protein expression patterns for both conditions 

and their expression ratios (Tables 1 and 2) show noticeable differences in the expression of 

 84



many metabolic enzymes before and after amino acids supplementation, reflected by the 

distribution of protein expression through the different functional categories. In AA-, the 

identified proteins with up-regulated expression are involved in cell rescue and defense. On 

the other hand, in AA+, the major fraction of the proteins with a higher expression level 

represents proteins involved in amino acids catabolism. It can also be observed that amino 

acids supplementation induces a response in the expression of proteins related to carbon 

metabolism, discussed below. 

Defense mechanisms. Under AA- conditions, proteins such as CTT1, PRX1, GSY1 and TSA1, 

involved in defense mechanisms, were mainly induced. In the yeast S. cerevisiae, it has been 

shown that, starvation for essential amino acids could induce oxidative stress due to the 

accumulation of reactive oxygen species (ROS) [8]. Oxygen is a highly reactive molecule and 

can be partially reduced to form a number of chemically-reactive agents known as ROS that 

include hydroxyl radical (HO-), H2O2 and superoxide anions (O2). These forms of oxygen are 

highly damaging to cellular constituents, including DNA, lipids and proteins. The formation 

of ROS linked to the mitochondrial respiratory chain is the main source of oxygen radicals. 

Owing to the toxicity of such highly reactive molecules, cells of all aerobic organisms possess 

an efficient oxidant defense system. The CTT1 (EC 1.11.1.6) up-regulated protein encodes a 

cytosolic catalase that catalyses the breakdown of H2O2. It has been shown that in the yeast S. 

cerevisiae, CTT1 gene expression is induced by oxidative stress and nutritional starvation 

[22]. Furthermore, TSA1 and PRX1, two proteins encoding thioredoxin peroxidase are also 

induced. Derek et al. [22] showed that, in S. cerevisiae, thioredoxin peroxidase levels are 

increased about two-fold in response to growth in the presence of 95% O2 and that H2O2 is 

reduced. Moreover, the mitochondrial protein PRX1 appears to use the mitochondrial 

thioredoxin system as an electron donor against oxidative stress generated by mitochondrial 

metabolism [23]. The GCY1 encoding an aldo-keto reductase is also known to be involved in 

the modulation of stress response in the yeast S. cerevisiae [24].  

The proteome analysis of Y. lipolytica in the AA- medium showed that this yeast produced 

antioxydative enzymes such as catalase, peroxidase and thioredoxin to protect essential 

cellular components against oxidative modifications. 

Under AA+ conditions, we observed an induction of three heat shock proteins: SSC1, SSZ1 

and SSB1. SSC1 encodes a chaperone protein of the HSP70 family, which is localized in the 

mitochondria, while SSB1 and SSZ1 are cytosolic. HSP70 is a large family of proteins whose 

main function is to serve as molecular chaperones, binding unfolded peptides to assist in 

proper folding and prevent aggregation/misfolding [25, 26]. HSP70s are also involved in 

 85



disassembling aggregates of misfolded proteins, translocating selected proteins into the 

mitochondria and ER, and degrading aberrant proteins [25, 27]. It has been reported in the 

yeast S. cerevisiae that the addition of amino acids can induce protein synthesis. Our 

observations are in agreement with data reported by Pham et al. [28], showing that the 

accumulation of heat-shock proteins may play a role in protecting the protein biosynthesis 

machinery. 

Amino acids metabolism. A number of proteins related to amino acids catabolism and 

conversion, as well as to protein expression, are up-regulated under the AA+ condition. These 

findings are in accordance with the general trend, a decrease in metabolic functions when Y. 

lipolytica is grown in AA- medium. Three proteins involved in amino acids catabolism were 

identified: LEU4, LYS1 and BAT2. LEU4 (EC 2.3.3.13) is an α-isopropylmalate synthase, 

which is the main isozyme responsible for the conversion of α-isopropylmalate into keto-

isovalerate [29] in the leucine pathway. The LYS1 protein, which encodes a saccharopine 

dehydrogenase (EC 1.5.1.7), an enzyme involved in the lysine catabolism, was also up-

regulated under AA+ conditions. This enzyme could catalyze the conversion of L-lysine to 

saccharopine and NAD+[30]. The cytosolic branched-chain amino acid transaminase BAT2 

(EC 2.6.1.42) was also induced. This protein catalyzes the conversion of the amino acids, 

valine, isoleucine and leucine, to their corresponding α-keto-acids [31]. It has also been 

shown that a branched-chain aminotransferase could also convert methionine to volatile sulfur 

compounds in Y. lipolytica [10, 11]. 

An enzyme, HIS3, involved in amino acids biosynthesis was also identified. This enzyme 

encodes an imidazoleglycerol-phosphate dehydratase (EC 4.2.1.19), which catalyzes the sixth 

step of histidine biosynthesis [32]. In addition, a protein SAH1 involved in the methionine 

biosynthetic pathway was up-regulated. SAH1 encodes an S-adenosyl-L-homocysteine 

hydrolase (EC 3.3.1.1.), which is a key enzyme of methylation metabolism in different 

molecule classes including DNA, RNA, proteins, phospholipids and sterols [33]. This 

observation suggests that amino acids supplementation induces protein synthesis in Y. 

lipolytica. 

Protein synthesis and fate. Under AA+ conditions, we observed the up-regulation of two 

translational elongation factors: TEF4 (EF-1γ) and TUF1 (EF-Tu). Two enzymes involved in 

the protein fate were also up-regulated, a general transcription factor EGD1 [34] and RNA1, 

which is a GTPase-activating protein involved in nuclear transport [35]. As expected, amino 

acids supplementation enhances protein biosynthesis by increasing the expression of protein 

involved in the translation and elongation steps.  

 86



Carbon metabolism. Several proteins related to carbon metabolic enzymes were up-

regulated under AA+ conditions. The protein PDC6 encodes a pyruvate decarboxylase (EC 

4.1.1.72), an enzyme that catalyzes the degradation of pyruvate into acetaldehyde and carbon 

dioxide. PDC6 can also contribute to the catabolism of the amino acids, isoleucine, 

phenylalanine, tryptophan and valine [36]. In addition, PCK1, a phosphoenolpyruvate 

carboxykinase (EC 4.1.1.49), is also induced. PCK1 is a key enzyme in gluconeogenesis and 

catalyzes early reaction in carbohydrate biosynthesis. Furthermore, we found an induction of 

the INO1 protein under AA+ conditions. This protein encodes an inositol 1-phosphate 

synthase (EC 5.5.1.4). The induction of INO1 is not unexpected following the amino acids 

addition since a previous study demonstrated that nitrogen limitation caused INO1 repression 

[37]. Additionally, the IDP2 protein, which encodes a cytosolic NADP-specific isocitrate 

dehydrogenase (EC 1.1.1.42), is up-regulated under AA+ conditions [38]. The detected up-

regulation can probably be explained by an increased demand for NADPH for the ROS 

detoxification systems.  

The proteomic data described here show that yeast cells reorganize their metabolism after 

amino acids addition to amino acids catabolism processes, leading to a higher induction of 

protein related to the biosynthesis machinery. Although a proteomic approach allows an 

overview of the proteins before and after the amino acids addition, we evaluated the 

expression of genes encoding target metabolism.  

 

3.3 RT-PCR analyses 30 minutes after the amino acids addition in Y. lipolytica culture 

In order to complement proteomic results, a transcriptomic approach was performed using 

real-time quantitative PCR on some genes encoding induced proteins. In fact, only cytosolic 

proteins are revealed in the 2-D analysis. The expression of 2 genes, JEN1 and GAP1, 

respectively encoding for membrane proteins involved in the lactate and amino acids transport 

were also studied. The expression levels of a total of 9 genes encoding for cytosolic proteins 

(BAT2, PDC6, SSZ1, PRX1, CTT1, SAH1, TSA1, JEN1, GAP1) were measured (Table 3) 

before and 30 minutes following the amino acids addition. The comparison of the 

transcriptome and proteome data revealed a concordance of the observed effect for only three 

genes (Table 3). In fact, the expressions levels of BAT2, PDC6, SSZ1 (selected from the 

proteins induced after the amino acids addition) GAP1 and JEN1 (membrane proteins) 

increased up to 304.6, 27.3, 10.9, 71.7 and 3.8 fold, respectively, under AA+ condition 

compared to AA- conditions. For the PRX1, CTT1, SAH1 and TSA1 genes, the mRNA was not 

detected. In fact, the mRNA concentration may be poorly related to the protein concentration 
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due to post-transcriptional modifications [5, 39]. These observations revealed an induction of 

carbon and amino acids metabolism under the AA+ condition compared to the AA- conditions. 

In fact, a change in nitrogen availability may induce a response in carbon fixation pathways, 

most likely to maintain the carbon to nitrogen (C/N) ratio at a steady level [6]. Furthermore, it 

confirms the induction of protein synthesis under AA+ conditions by the up-regulation of the 

HSP70 protein SSZ1 involved in proper folding and the prevention of aggregation/misfolding 

[25, 26].  

 

3.4. Volatile compound analysis by dynamic headspace/GC-MS 

The catabolism of branched-chain amino acids (leucine, valine and isoleucine), aromatic 

amino acids (phenylalanine, tyrosine and tryptophan), and the sulfur-containing amino acid, 

methionine, leads to the formation of aldehydes, acids and alcohols through the Ehrlich 

pathway [40]. Such compounds have been shown to play an important role in aroma 

compound production during cheese ripening [9]. Amino acids also represent the major 

source of nitrogen and carbon in the yeast Y. lipolytica [12]. The analysis of catabolic volatile 

compounds produced under the different culture conditions provided a good indicator of 

amino acids catabolism.  

The production of volatile compounds was measured before and after amino acids addition. 

The medium containing amino acids was, by far, the most efficient at producing volatile 

compounds. The most frequently produced volatile compounds were ketones (2-propanone, 2-

butanone), alcohols and dimethyldisulfide (DMDS). The DMDS produced from methionine 

oxidation products, methional and methanethiol [9], is an indicator of methionine catabolism. 

An indicator for leucine degradation, 3-methylbutanal, was also identified. This compound is 

associated with a spicy chocolate-like flavor in Parmesan, and with malty flavor in Swiss 

cheeses [41]. In Emmental cheese, 3-methylbutanal was among the most potent aroma 

compounds detected [9]. 
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4. Concluding remarks 

We have studied the response in protein abundance when Y. lipolytica is subjected to different 

amino acids availability. We have identified thirty four differentially expressed proteins in 

gels containing an average of 491 ± 35 (in AA-) and 506 ± 45 (in AA+) proteins spots per gel.  

The proteins induced in AA+ medium are mainly involved in carbon metabolism, amino acids 

catabolism and protein biosynthesis. Conversely, proteins involved in the defense 

mechanisms are highly expressed in the AA- medium. 

The expression of three genes encoding BAT2, PDC6 and SSZ1 proteins confirmed that gene 

expression significantly varies between AA- and AA+ conditions. These observations strongly 

suggest the induction of genes involved in amino acids and carbon catabolism, together with 

protein synthesis.  

Flavor compound analysis confirmed the induction of amino acids catabolism by Y. lipolytica, 

with the most efficient production of volatile compounds in the AA+ medium, which is in 

accordance with the recognized importance of the role of amino acids in volatile compound 

production in cheese ripening. 
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Figure 1. Percentage in the supernatant of lactate and amino acids measured in Y. lipolytica 
1E07 culture, and biomass under AA- (A) and AA+ (B) conditions.  
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Figure 2. 2-D gel of Y. lipolytica 1E07 cytoplasmic yeast extracts before (A) and after (B) the 
amino acids supplementation. Symbols show proteins differentially expressed (○, protein 
found in the 2 conditions, □, protein present only in one condition). Identified spots are 
numbered according to tables 1 and 2.  
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Figure 3. Enlarged sectors of 2-D Y. lipolytica gels indicating several identified proteins that 
showed changes in their expression levels following amino acids addition. Yeast map is 
shown before (on the left) and after (on the right) amino acids supplementation. Graphs show 
the normalized amount of protein for each spot. Values are mean ± SD for triplicate assays. 
Arrows indicate the location of the protein of interest. Normalized protein amount was 
calculated according to the PDQuest 2-D Gel Analysis Software (Bio-Rad, version 7.3.0). In 
the normalization method, the raw quantity of each spot in a member gel is divided by the 
total quantity of all the spots in that gel that have been included to the standard. 
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Figure 4. Cytosolic proteins of Y. lipolytica 1E07 cells recovered only at AA- (∆) or AA+ (▲) 
(A). Down-regulated (○), up-regulated (●) and not differentially produced proteins (▲) in 
AA+ vs. AA- conditions are shown in (B). Normalized protein amount was calculated 
according to the PDQuest 2-D Gel Analysis Software (Bio-Rad, version 7.3.0). In the 
normalization method, the raw quantity of each spot in a member gel is divided by the total 
quantity of all the spots in that gel that have been included to the standard. 
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Table 1: Up-regulated proteins after the amino acids addition.  
The modifying factor was calculated as the ratio between the normalized intensity of the 
protein spot in the medium supplemented with amino acids (AA+) and the normalized 
intensity of the same spot under the reference condition (AA-). 

Spot no. Isoelectric 
point 

Molecular 
weight 
(Kda) 

Modifying 
factor AA+ 
vs AA- 

Function or homology Gene 
name 

MOWSE 
score 

Coverage 
(%) 

Identified 
peptides 

Amino acid  metabolism 

A5 5.17 63.9 3.44 Alpha-isopropylmalate 
synthase LEU4 1.18 × 109 33 16 

A9 5 42.5 5.72 Imidazoleglycerol-
phosphate dehydratase HIS3 1.82 × 105 20 7 

A10 5.12 40.6 T5 Saccharopine 
dehydrogenase  LYS1 7.01 × 104 23 8 

A13 5.22 40.9 T5 Branched chain amino acid 
aminotransferase BAT2 1.29 × 104 11 5 

A14 5.9 44.8 7.09 Isovaleryl-coenzyme A 
dehydrogenase - 9.50 × 1012 52 21 

A17 5.59 49 3.10 S-adenosyl-L-homocysteine 
hydrolase SAH1 4.64 × 108 35 20 

         
Carbon and carbohydrate metabolism 

A4 5.11 66.2 T5 Pyruvate decarboxylase PDC6 9.79 × 109 35 15 

A6 5.53 58.2 T5 Inositol-1-phosphate 
synthase INO1 1.14 × 109 36 16 

A7 5.66 62.04 T5 Phosphoenolpyruvate 
carboxykinase PCK1 1.49 × 1012 47 22 

A19 6.35 48.8 2.14 NADP-Isocitrate 
dehydrogenase  IDP2 1.31 × 1011 47 24 

         
Lipid metabolism 

A11 5.73 45.9 2.79 Fatty-acyl coenzyme A 
oxidase POX1 6.50 × 109 43 18 

         
Protein fate     
A8 4.61 42.9 T5 GTPase activating protein  RNA1 1.73 × 105 17 9 

A22 5.51 17.29 T5 DNA-binding enhancer 
protein EGD1 8.89 × 103 29 4 

         
Vesicular function 

A20 4.75 19.3 T5 Regulates Golgi-to-ER 
protein traffic SEC28 4.62 × 105 44 7 

         
Cell rescue, defense and virulence 

A1 4.94 56.3 T5 Hsp70 protein SSZ1 2.07 × 1015 67 26 

A2 5.12 66.2 6.34 Hsp70 protein SSB1 2.44 × 1013 50 24 

A3 5.26 68.6 3.24 Hsp70 protein SSC1 1.86 × 1013 50 25 
         
Protein synthesis 

A16 5.45 45 3.20 Translation elongation factor TEF4 4.14 × 106 36 13 

A18 6.16 46.6 T5 Translation elongation factor TUF1 2.71 × 108 38 13 
         
Transcription 

A21 6.11 24.16 7.80 GTP-binding protein GSP1 2.63 × 105 45 8 
         
Poorly or not characterized 

A12 5.37 44.2 T5 Not identified - - - - 

A15 5.37 44.2 7.51 4-Hydroxyphenylpyruvate 
hydroxylase  - 5.46 × 109 39 15 

A23 5.25 13.64 T5 Not identified - - - - 

Ai indicates proteins whose intensities were greater after the amino acids addition 
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T5: Protein presents only 5 h after the amino acids addition 
 
 
 
Table 2: Down-regulated proteins after the amino acids addition 
The modifying factor was calculated as the ratio between the normalized intensity of the protein spot 
in the medium supplemented with amino acids (AA+) and the normalized intensity of the same spot 
under the reference condition (AA-). 

Spot 
no. 

Isoelectric 
point 

Molecular 
weight 
(Kda) 

Modifying 
factor AA+ 
vs AA- 

Function or homology Gene 
name 

MOWSE 
score 

Coverage 
(%) 

Identified 
peptides 

Cell rescue, defense and virulence 

R25 6.1 59.9 0.20 Cytosolic catalase T CTT1 1.35 × 1011 40 16 

R27 5.7 41.4 0.39 Flavohemoglobin YHB1 2.48 × 109 43 16 

R30 6.3 28.2 0.39 Mitochondrial isoform of thioredoxin 
peroxidase PRX1 5.14 × 106 45 11 

R32 5.7 36.2 T0 Galactose induced protein of aldo/keto 
reductase family GCY1 3.73 × 106 35 11 

R33 5.3 21.4 T0 Thioredoxin peroxidase TSA1 6.98 × 106 57 10 
         
Vacuolar function 

R34 5.3 21.1 0.28 Regulator of (H+)-ATPase in vacuolar 
membrane RAV1 2.44× 103 6 6 

         
Cellular transport 
R29 5.5 32.7 0.35 Protein transport protein SEC13 2.26× 104 25 6 
         
Amino acid metabolism 
R26 6 45.9 0.44 O-acetylhomoserine sulfhydrylase MET17 9.94 × 107 40 11 
         
Carbon and carbohydrate metabolism 

R24 6 72.3 0.29 Acetyl-coenzyme A synthetase ACS2 4.48× 1015 48 29 

         
Nucleotide/nucleoside/nucleobase metabolism 

R31 5.9 23.3 0.35 CTP- synthase 1 URA7 5.77 × 105 50 9 
         
Poorly or not characterized 

R28 6.06i 41.5 0.26 Not identified - 1.65 × 104 10 8 

Ri indicates proteins whose intensities were greater before the amino acids addition (in the reference 
gel)  
T0: Protein present before the amino acids addition 
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Table 3: Analysis by RT-qPCR of the expression of target genes. 
The expression levels was calculated by comparing the expression of the gene before (reference 
condition) and 30 minutes following the amino acids addition.  
 
Gene name Expression level  

BAT2 304.57 ± 70 
PDC6 27.32 ± 8 
SSZ1 10.91 ± 4 
JEN1 3.78 ± 0.7 
GAP1 71.75 ± 17 
PRX1 nd 
CTT1 nd 
SAH1 nd 
TSA1 nd 

nd: not detected 
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  II. 2. 3. Bilan de l’étude de la levure Yarrowia lipolytica en mono-culture 
La levure Y. lipolytica n’a, pour l’instant, jamais été utilisée comme flore d’affinage, 

mais est systématiquement retrouvée dans les fromages à pâte molle et à croûte lavée . Cette 

levure étant connue pour ses qualités protéolytique et lipolytique, son utilisation par certains 

fabricants fromagers a montré que dans la majorité des cas, sa présence empêcherait la 

croissance des autres micro-organismes inoculés. L’étude de Y. lipolytica en monoculture a 

donc pour but une meilleure connaissance de son activité métabolique vis-à-vis des sources 

d’azote et/ou de carbone. La souche Y. lipolytica 1E07 a été isolée du Livarot. 

La source principale d’azote retrouvée dans le fromage est essentiellement constituée 

d’acides aminés dont la quantité est très variable et ne peut être connue précisément. La 

concentration des acides aminés libres est dépendante de divers paramètres tels que i) 

l’activité protéolytique de divers micro-organismes, ii) leur capacité à consommer les acides 

aminés iii) le temps d’affinage. Afin de réaliser l’étude du métabolisme de la levure Y. 

lipolytica, deux concentrations en acides aminés ont été retenues de manière à se rapprocher 

des concentration déjà calculés à différents temps dans un fromage de type Camembert. 

Initialement cette étude devait être réalisée en utilisant une approche transcriptomique 

globale par puce à ADN, couplé à des analyses biochimiques. Cette approche aurait dû 

permettre de connaître l’expression de l’ensemble des gènes de la levure face à la variation 

des sources d’azote et de carbone. Hélas, l’utilisation des puces à ADN ainsi que la mise au 

point du protocole de marquage des ARN de la levure s’est avéré très complexe. En effet, 

différents kits de marquage direct ou indirect de l’ARN ont été testés, en utilisant uniquement 

des Oligo-dT ; ces différents tests ne se sont pas avérés concluants. De plus, le « spotting » 

des oligonucléotides (60-mers) sur les puces de Y. lipolytica s’est avéré de mauvaise qualité 

sur plusieurs lots, ce qui a mis un frein supplémentaire à l’utilisation de cette approche. Afin 

de surpasser ces problèmes, il a été indispensable de remplacer l’approche puce à ADN par 

une approche plus ciblée par RT-PCR quantitative, sur des gènes impliqués dans des 

métabolismes d’intérêts. Au vu des résultats biochimiques, des gènes clés du métabolisme du 

lactate et des acides aminés ont été sélectionnés en se basant à la fois sur des études 

antérieures menées au laboratoire ainsi que sur des travaux réalisés sur la levure S. cerevisiae. 

L’analyse par RT-PCR quantitative a été réalisée en comparant l’expression des gènes cibles 

avant et 15, 30 et 60 min après ajout d’acides aminés. 

Afin d’aller plus loin dans cette étude et de combler le manque d’information 

concernant l’analyse transcriptomique (limitée à l’étude de l’expression d’un nombre limité 
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de gènes), il nous a semblé intéressant de compléter ce travail une étude protéomique de la 

levure en comparant l’abondance des protéines avant et après ajout d’acides aminés. Pour 

cela, trois temps de prélèvements des protéines ont été initialement choisis. Un premier temps 

avant ajout d’acides aminés (T0) et deux prélèvements à une (T1) et cinq heures (T5) après 

l’ajout d’acides aminés. Le choix des temps T1 et T5 a été effectué en considérant que la 

synthèse protéique nécessite un temps supérieur à l’expression des gènes. Des résultats 

concluants ont été obtenus uniquement pour les temps T0 et T5. Malgré la répétition de 

l’analyse protéomique pour le temps T1, les résultats se sont avérés inexploitables. Pour cela, 

l’approche protéomique à été réalisée en comparant uniquement le temps T0 au T5. 

Cette étude a toutefois permis de mettre en évidence une réelle capacité d’adaptation de 

la  levure face à des variations de source de carbone et d’azote.  
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II. 3. Etude transcriptomique de la levure Y. lipolytica 1E07 en 

association avec deux bactéries : L. lactis LD61 et S. xylosus C2a 

II. 3. 1. Etude de l’association dans un milieu chimiquement défini (MCD) 

II. 3. 1. 1. Résumé 

L’écosystème fromager est un milieu complexe où les bactéries, levures et moisissures 

sont en interaction. L’activité métabolique de chaque micro-organisme dépend à la fois de 

l’écosystème (et donc des micro-organismes qui le composent), des interactions générées et 

des paramètres physico-chimiques. Les études des micro-organismes en mono-culture 

reflètent rarement leurs facultés à s’adapter dans l’écosystème fromager. De plus la majorité 

des études réalisées dans un écosystème aborde le plus souvent la question de la diversité des 

micro-organismes et non leur fonctionnalité. L’utilisation de l’approche transcriptomique 

pour l’étude des interactions microbiennes demeure un véritable défi du fait de la difficulté 

d’extraction de l’ARNm et la possibilité d’hybridation croisée entre les différents micro-

organismes. 

La levure ubiquiaire Y. lipolytica se trouve souvent en association avec des lactocoques 

et des staphylocoques [1, 2]. L’étude transcriptomique de la levure en interaction nécessite un 

choix de souches dont les génomes soient séquencés. Deux bactéries ont été sélectionnées 

pour cette étude. Une bactérie lactique, Lactococcus lactis LD61 a été retenue, cette dernière 

est retrouvée dans de nombreux produits fermentés [3-6]. Le principal rôle de la bactérie 

lactique est l’acidification du produit par production d’acide lactique. Concernant le 

staphylocoque, la souche S. xylosus C2a a été retenue. Cette bactérie est principalement 

utilisée dans la fabrication du saucisson du fait de ses propriétés organoleptiques [7, 8]. Dans 

le but de s’affranchir des complications de l’étude transcriptomique en association, en 

particulier en ce qui concerne l’extraction d’ARN, un milieu liquide de culture chimiquement 

défini (MCD) a été dans un premier temps choisi pour l’étude en co-culture. De plus l’étude 

transcriptomique est réalisée à l’aide d’une approche ciblée sur des gènes d’intérêt, par RT-

PCR quantitative.  

Les résultats microbiologiques mettent en évidence un effet de la présence de L. lactis 

LD61 et/ ou de S. xylosus C2a sur la croissance de la levure. Notons que c’est en présence du 

staphylocoque que la croissance de la levure est la plus faible. Concernant la croissance du S. 

xylosus C2a, on observe un arrêt de croissance en association avec la levure et la bactérie 

lactique. Aucun effet des différentes associations sur la croissance de L. lactis LD61 n’a été 

 102



observé. Les résultats biochimiques ont montré une consommation du lactose et une 

production d’acide lactique par les deux bactéries.  

Afin de déterminer l’effet des différentes associations sur le métabolisme des trois 

micro-organismes, l’expression de gènes impliqués dans les métabolismes du glucose, du 

lactate et des acides aminés ont été suivis par RT-PCR quantitative. Les résultats ont permis 

de mettre en évidence une induction de la lactate déshydrogénase CYB2 chez la levure Y. 

lipolytica 1E07 en présence des deux bactéries qui produisent de l’acide lactique. De plus, on 

a pu observer une répression de l’ensemble des gènes impliqués dans le catabolisme des 

acides aminés chez la levure, en présence du staphylocoque. De ce fait, il est fort probable 

qu’une compétition pour les acides aminés existe entre Y. lipolytica 1E07 et S. xylosus C2a. 

La combinaison des résultats microbiologiques, biochimiques et transcriptomiques a 

permis une meilleure compréhension des phénomènes d’interactions dans cet écosystème 

modèle. 
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ABSTRACT  
The interactions that may occur between microorganisms in different ecosystems have not yet been 

adequately studied. We investigated yeast-bacterium interactions in a synthetic medium using 

different culture associations composed of the yeast Yarrowia lipolytica 1E07 and two bacteria, 

Staphylococcus xylosus C2a and Lactococcus lactis LD61. The growth and biochemical 

characteristics of each microorganism in the different culture associations were studied. The 

expression of genes related to glucose, lactate and amino acid catabolism was analysed by reverse 

transcription (RT) followed by quantitative polymerase chain reaction (PCR). Our results show that 

the growth of Y. lipolytica 1E07 is dramatically reduced by the presence of S. xylosus C2a. As a 

result of a low amino acids concentration in the medium, the expression level of Y. lipolytica genes 

involved in amino acids catabolism was down-regulated in the presence of S. xylosus C2a, even 

when L. lactis was present in the association. Furthermore, the lactate production by both bacteria 

has an impact on the lactate dehydrogenase gene expression of the yeast, which increases up to 30-

fold in the complete association, compared to the Y. lipolytica 1E07 pure culture. S. xylosus C2a 

growth dramatically decreases in the presence of Y. lipolytica 1E07. Lactic acid bacteria growth 

was not affected by the presence of S. xylosus C2a or Y. lipolytica 1E07, although the study of the 

gene expression showed significant variations. 
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INTRODUCTION 

Complex microbial activities play an important role in numerous biological transformations such as 

the cheese-ripening process. The global activity of a mixed microbial community is determined by 

the functions of each species (e.g., yeast, bacteria), which are strongly influenced by the 

interactions between the different partners. However, current knowledge of microbial physiology is 

generally based on pure culture studies, under conditions that are different from those encountered 

in a complex ecosystem. As a consequence, performing mixed culture studies is an essential way to 

get closer to the reality of a complex community. 

One key limitation in this respect is that most of the approaches to study microbial communities are 

essentially descriptive, and examine the influence of one microbial species on another only based 

on their identification (e.g., 16S rRNA phylogeny) or their enumeration (e.g., fluorescent in-situ 

hybridisation). Nevertheless, some articles mention the use of DNA biochips using ribosomal DNA 

sequences without quantifying their expressions levels (48, 50). Additional insights into functional 

interactions are difficult to obtain.  

In food processes such as cheese making, molecular approaches are still exploratory. The use of a 

transcriptomic approach to study mixed culture associations could only be found in the literature 

until recently using two (25) or three microorganisms (9). Real-time RT-PCR is the most sensitive 

method for the detection and quantification of gene expression levels, in particular for low 

abundance mRNA (8, 40). However, the application of this method to the study of heterogeneous 

microbial community represents a scientific challenge.  

Lactate and amino acids (AA) metabolisms plays a central role during cheese ripening. Lactate is 

involved in the pH variation (19) and AA are precursors for cheese flavor formation (45, 49).  

Y. lipolytica is a ubiquitous yeast that naturally occurs in a variety of food products. It has been 

isolated from dairy products such as cheese and yoghurt, as well as kefir and shoyu, and from salads 

containing meat or shrimps (3). Previous study demonstrated the involvement of the yeast Y. 

lipolytica in the production of cheese aroma compounds (7, 10). Moreover, the impact of Y. 

lipolytica in association with other ripening yeasts was studied. Results suggested that its presence 

inhibited mycelial expansion of Geotrichum candidum, and Debaryomyces hansenii cell viability 

(32). 

However, in most cases, the yeast Y. lipolytica lives with other microorganisms such as Lactococci 

and Staphylococci (16, 29). It is therefore important to be able to study its behaviour in mixed 

cultures. The lactic acid bacterium (LAB) Lactococcus lactis was shown to coexist with Y. lipolytica 

strains in cheese (2). L. lactis is encountered in numerous food fermentation processes, particularly in 
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cheese production (11, 24, 38, 46). Its contribution primarily consists in the formation of lactate from 

the available carbon source, which results in a rapid acidification of the food raw material. In 

addition, starter cultures containing LAB and S. xylosus are widely used in the production of 

fermented sausages to enhance organoleptic properties of the product (33, 37). Moreover, S. xylosus 

was found to naturally occur in many food microflora such as in cheese and sausages (30, 46). 

In this paper, the transcriptional study of three cheese-ripening microorganisms in association was 

investigated focusing on glucose, lactate and AA metabolisms.  

Due to the difficulty of transcriptional ecosystem study in a real food environment, pure and mixed 

Y. lipolytica 1E07, L. lactis LD61 and S. xylosus C2a batch cultures were grown in a synthetic 

medium. The growth behaviour of each microorganism was analyzed together with nutritional 

parameters and the expression levels of target genes involved in important metabolism (AA, 

lactate) of cheese-ripening process. Possible microbial interactions were investigated by 

comparaison for each species, of combinaisons of single, dual and triple species associations. This 

paper provides an efficient way to investigate the microbial interaction using a transcriptional 

approach. 

MATERIALS AND METHODS 

Strains and storage conditions. The microorganisms used throughout this work were Yarrowia 

lipolytica 1E07, Staphylococcus xylosus C2a and Lactococcus lactis LD61. Y. lipolytica 1E07 was 

originally isolated from Livarot cheese and obtained from the LMILA (Laboratoire des Micro-

organismes d’Interêt Laitier et Alimentaire, Caen, France) and selected for its biotechnological 

potential. Staphylococcus xylosus C2a is derived from the type strain DSM20267 of human skin 

origin and is cured of its endogenous plasmid, pSX267 (13). Lactococcus lactis subsp. Lactis 

biovar diacetylactis LD61 was provided by Soredab (Bongrain, La Boissière-Ecole, France). This 

strain contains plasmids that allow optimal growth in milk (42). Strains were stored in a 5% 

glycerol non-fat dry milk at -80ºC until used.  

Culture conditions. The microorganisms were cultivated in a 500-ml flask containing 100 ml of 

medium. A preculture of each microorganism was grown in a 100-ml flask containing 20 ml of 

potato dextrose broth (PDB) (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) for the yeast, brain heart 

infusion broth (BHI) (Biokar Diagnostc, Beauvais, France) for S. xylosus C2a, and M17 (Biokar 

Diagnostc, Beauvais, France) for L. lactis LD61. These media were inoculated with 200 µl of the 

strain stock solution suspension for 48 h at 25°C under agitation (100 rpm) for Y. lipolytica 1E07 

and S. xylosus C2a. The anaerobic bacterium L. lactis LD61 was cultivated at 30°C without 

agitation. These precultures served as inoculates for the cultures. A defined synthetic medium 
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(SM), adapted from the one described by Otto et al. (35), was chosen for all the culture conditions 

since it contains the substrates that allow us to study glucose and AA metabolism. It essentially 

contained 48 components, including glucose as the main carbon source, 19 free AA, 14 vitamins, 

five metallic ions and four nucleic acid bases (see supplemental data). The pH of the culture media 

was adjusted to 6.7. Cultures were incubated at 30ºC (100 rpm) for either 14 h or 24 h.  

Microbial and substrate analyses. Viable cell counts, expressed as colony-forming units (cfu ml-

1), were determined following a standard aerobic plate count procedure. Different media were used 

for each microorganism: a) extract glucose chloramphenicol agar (Biokar Diagnostics, Paris, 

France) for Y. lipolytica, b) brain heart infusion agar supplemented with 50 mg/litre amphotericin 

(Biokar Diagnostics, Beauvais, France) for S. xylosus, and c) M17 agar supplemented with 50 

mg/litre amphotericin (Biokar Diagnostics, Beauvais, France) for L. lactis. Colonies were 

enumerated after incubation for two days at 25ºC or 30°C for the LAB. 

The amino acid production was analysed using the ninhydrin method, as previously described by 

Grunau and Swiader (14). 

Glucose and lactate were quantified by performing high-performance liquid chromatography 

(HPLC, Waters TCM; Waters, Saint Quentin en Yvelines, France) with a cation exchange column 

(diameter: 7.8 mm; length, 300 mm; Aminex HPX-87H; Bio-Rad, Ivry-sur-Seine, France) and 

thermostated at 35°C. The culture supernatants were filtered using a polyethersulfone membrane 

filter (pore size: 0.22 µm; diameter: 25 mm). The mobile phase was sulphuric acid (0.01N) 

dispensed at a rate of 0.6 ml.min-1. Detection of compounds of interest was performed with a 

Waters 486 tunable UV/Visible detector, regulated at 210 nm. All compounds were quantified from 

calibration curves established with pure chemicals. 

Genomic DNA extraction 

Yeast or bacterial cultures (5 ml) were centrifuged for 5 min at 5000 x g, washed with 1 ml of 

distilled water, and then harvested again for 5 min at 5000 x g. Fifty-five microlitres of TES were 

added to the pellet (Tris 50 mM, 0.1 mol l-1 EDTA, 6.7% of sucrose, pH 8), with 75 µl of lysozyme 

(3 mg)-lyticase (20 µl of 5000U/ml solution) mix. The mixture was incubated for 60 min at 37°C. 

Forty µl of proteinase K (14 mg mL-1) and 100 µl SDS solution at 20% were added and incubated 

for 30 min at 65°C. The solution was mixed every 30 min and then poured into 2-ml tubes 

containing 200 mg zirconium beads (diameters: 0.1 and 0.5 mm; BioSpec Products, Bartlesville, 

OK, USA) for better efficiency. The tubes were vigorously shaken in a bead beater (Fast-Prep®-

24; MP Biomedicals, France) by using three 45-s mixing sequences at a speed of 6 m s-1. They 

were cooled on ice for 5 min before each mixing sequence. After centrifugation for 45 min at 

12000 x g and 4ºC, the supernatant was collected. It was transferred to a 2-ml tube (Eppendorf, 
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Hamburg, Germany), and 500 µl of Phenol/Chloroform/ Isoamylic Alcohol (v:v:v/25:24:1), pH 8, 

were added. The tubes were gently mixed by inversion and then centrifuged for 15 min at 12000 x 

g and 4°C. The aqueous phase was treated with RNase A (20 mg/ml; SERVA Electrophoresis 

GmbH, Heidelberg, Germany) and was transferred to two tubes (Eppendorf, Hamburg, Germany). 

A volume of sodium acetate 3M corresponding to 1/10 of the final volume and two volumes of 

cool pure ethanol were added. The tubes were then incubated overnight at -20°C. The DNA was 

recovered by centrifugation for 15 min at 12000 g and 4°C, and the pellet was subsequently 

washed three times with 2 ml of 80% (v/v) ethanol. The pellet was then dried for 15 min in an 

incubator at 42°C and dissolved in 100 µl of TE.  

Extraction and purification of total RNA. Cultures were centrifuged for 5 min at 8200 x g and 

4ºC. The pellet was re-suspended in 1.25 ml of Trizol®Reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise, 

France) and poured into 2-ml tubes containing 800 mg zirconium beads (diameter: 0.1 and 0.5 mm; 

BioSpec Products, Bartlesville, OK, USA). The tubes were vigorously shaken in a bead beater 

(Fast-Prep®-24; MP Biomedicals, France) by using three 60-s mixing sequences at a speed of 6.5m 

s-1. They were cooled on ice for 5 min before each mixing sequence. After centrifugation of 10 min 

at 12000 x g and 4ºC, the supernatant was collected. It was transferred to a 2-ml tube (Phase Lock 

GelTM Heavy: Eppendorf, Hamburg, Germany), and 230 µl of chloroform were added. The tubes 

were gently mixed by inversion and centrifuged for 15 min at 12000 x g and 4°C. The aqueous 

phase was transferred to a fresh tube and an equal volume of phenol-chloroform-isoamyl alcohol, 

pH 4.7, (Sigma) was added. Tubes were gently mixed by inversion and centrifuged for 10 min at 

12000 x g and 4°C. The upper phase was collected. An equal volume of 100% ethanol was added 

to the aqueous phase, after which the purification with an RNeasy kit (Qiagen, Courtaboeuf, 

France) was performed, according to manufacturer’s instructions. DNase treatment was done to 

RNA samples using DNase Turbo DNA-freeTM Kit (Ambion, Austin, TX, USA). RNA quality and 

quantification were analysed using a NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop 

Technologies, Wilmington, DE, USA) and a Bioanalyser Agilent 2100 (Agilent, Palo Alto, CA, 

USA).  

Real-time RT-PCR analyses. The RNA extraction and purification procedures are described 

above. In order to study the gene expression of the microorganisms, samples were taken after 14 h 

of culture. The cDNAs were subsequently synthesized using the SuperScriptTM III First–Strand 

Synthesis System (Invitrogen). A mixture containing up to 5 µg of total RNA, Random and dNTP 

(10mM) was prepared and incubated at 65°C for 5 min and then placed on ice for at least 1 min. 

The cDNA synthesis mix containing 10X RT buffer, MgCl2 (25 mM), DTT (0.1 M), RNaseOUTTM 
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(40 U µl-1) and SuperScriptTM III RT (200 U µl-1) was added to each RNA/primer mixture and then 

incubated for 50 min at 50°C. The reaction was stopped by incubation for 5 min at 85°C. 

The primers for real-time RT-PCR were designed to have a length of about 20-25 bases, a G/C 

content of over 50%, and a Tm of about 60ºC. The length of the PCR products ranged between 90 

and 150 bp. LightCyclerTM software (Roche, Mannheim, Germany) was used to select primer 

sequences. All the primers were synthesized by Eurogentec (Seraing, Belgium) (Tables 1, 2 and 3). 

SYBR green I PCR amplification was performed using a LightCycler (Roche). Amplification was 

carried out in a 10-µl (final volume) mixture containing 250 ng of an RNA sample, 4 mM MgCl2, 

0.5 µM of primer, and 1 µl of LightCycler-FastStart DNA Master SYBR green I (Roche). Five 

dilutions of cDNA were made to determine the efficiencies of real-time RT-PCR. A negative 

control without cDNA added was systematically included. The amplification procedure involved 

incubation at 95ºC for 8 min for the initial denaturation, followed by 40 cycles consisting of: (i) 

denaturation at 95ºC for 10-s; (ii) annealing at a temperature that was 5ºC below the melting 

temperature of the primers for 7-s; (iii) extension at 72ºC for 6-s; and (iv) fluorescence acquisition 

(530 nm) at the end of extension. The temperature transition rate was 20ºC/s for each step. After 

real-time RT-PCR, a melting curve analysis was performed by continuously measuring 

fluorescence during heating from 65 to 95ºC at a transition rate of 0.1ºC/s. The threshold cycle (CT) 

values were determined with the LightCycler software (version 3.3), using the second derivative 

method. Standard curves were generated by plotting the CT values as a function of the log of the 

initial RNA concentration. PCR efficiency (E) was then calculated using the following formula: 

E=10-1/slope. A suitable internal control gene to normalise the results was used for each 

microorganism. The actin gene (6) was chosen for Y. lipolytica, the purine M gene for L. lactis and 

the gyrase A (47) gene for S. xylosus. The Pffafl method (39) was used to calculate the fold change 

in transcript abundance normalised to the control gene and relative to the pure culture sample. 

Statistical analysis was performed using Student’s t-test. A P value lower than 0.05 was considered 

as significant. 

(i) Housekeeping gene. Appropriate normalisation strategies are required to control the 

experimental error introduced during the multistage process required to extract and process the 

RNA. An appropriate housekeeping gene was therefore chosen for each microorganism. An 

important aspect for the validation is to ensure that the gene chosen for normalisation of RNA 

expression level is truly invariant throughout the different sample conditions (data not shown). The 

actin gene was chosen for Y. lipolytica (6), the purine M for L. lactis and the gyrase A for S. 

xylosus (47).  

 110



(ii) Confirmation of primer specificity. Real-time RT-PCR experiments were performed in 

order to confirm the absence of cross-hybridisation between a specific microorganism primer and 

the other associated microorganisms. All the primers were tested against the DNA samples from 

the two other microorganisms. In these conditions, no unspecific hybridisation was found. In 

addition, a LightCycler melting curve analysis was performed by continuously measuring the 

fluorescence during heating from 65ºC to 95ºC at a transition rate of 0.1ºC/s. No primer-dimers 

were generated during the 40 real-time RT-PCR amplification cycles that were performed. 

(iii) Method of quantification. The ∆∆CT method uses a single sample, referred to as the 

calibrator sample, for comparison of every sample’s gene expression level. The calibrator sample is 

analysed on every assay with the samples of interest. In this study, the calibrator samples are the 

pure cultures of each microorganism and the unknown samples are the mixed cultures. The CT 

value corresponds to the time (measured cycle numbers) at which the reporter fluorescent emission 

increases beyond a threshold level (based on the background fluorescence of the system). The 

formula that is used is: Fold induction = 2-[ ∆∆Ct], where ∆∆CT = [CT GI (mixed culture) - CT 

HG(mixed culture)] - [CT GI (pure culture) - CT HG (pure culture)]. GI is the gene of interest and 

HG the housekeeping gene used for each microorganism. The pure culture will thus represent 1X 

expression of the gene of interest. The major problem of the study of a microbial co-culture is that 

the concentration of each microorganism may vary depending on the association. Consequently, 

the proportion of the RNA of each microorganism may also fluctuate. The normalisation method 

that we used in the present study has the advantage of circumventing this problem.
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RESULTS 
For simplicity, abbreviations were used for each culture association: Y: Y. lipolytica 1E07 pure 

culture; S: S. xylosus C2a pure culture; L: L. lactis LD61 pure culture; YL: Y. lipolytica 1E07 and 

L. lactis LD61 co-culture; YS: Y. lipolytica 1E07 and S. xylosus C2a co-culture; LS: L. lactis LD61 

and S. xylosus C2a co-culture; YLS: Y. lipolytica 1E07, L. lactis LD61 and S. xylosus C2a co-

culture. 

Growth properties of the microorganisms. The growth characteristics of the microorganisms as a 

function of the association are presented in Fig. 1. There was good reproducibility (a difference of 

less than 0.5 log10 units) between the results of duplicate experiments.  

Up to 8 h of culture, the cell counts of Y. lipolytica 1E07 were similar in Y, YL, YS and YLS 

cultures (Fig. 1A). Between 8 h and 22 h, the presence of L. lactis LD61 in the YL association 

slightly decreased the growth of Y. lipolytica 1E07. In the YS and YLS associations, Y. 

lipolytica 1E07 cells did not grow to the same high density as in the Y and YL cultures, and 

reached 106 cfu ml-1 at 22 h of culture. At 29 h of culture, the growth of Y. lipolytica 1E07 

was 100-fold lower in the YS association, compared to the Y. lipolytica pure culture. 

Up to 8 h of culture in the YLS association, the presence of L. lactis LD61 or Y. lipolytica 1E07 

had no impact on the growth of S. xylosus C2a (Fig. 1B). From 8 to 15 h, S. xylosus C2a growth 

reached the stationary phase in pure culture (109 cfu ml-1) and in the YS association (109 cfu ml-1). 

In addition, in the LS and YLS associations, the S. xylosus C2a cell counts steadily decreased and 

reached 108 cfu ml-1 at 15 h of culture. At 20 h of culture, the cell counts of S. xylosus C2a in the 

YLS association were 10000-fold lower compared to the pure culture. The growth of L. lactis 

LD61 remained similar regardless of the culture association (Fig. 1C). 

pH, glucose, lactate and AA dynamics. Changes in pH are shown in Fig. 2. Results showed that 

at 29 h of culture, the pH dropped to 4.2 and 5 in the L. lactis LD61 and S. xylosus C2a pure 

cultures, respectively (Fig. 2A). Furthermore, the pH decreased in YL, YS, LS and YLS 

associations (Fig. 2B). The acidification was highly correlated with the lactate production from 

glucose by S. xylosus C2a and L. lactis LD61 (data not shown). 

The glucose and lactate measured in the supernatant of the microorganism associations at 14 h of 

culture are shown in Fig. 3. After 14 h of culture, 4 g l-1 of glucose were consumed by Y. lipolytica 

1E07. In pure cultures, L. lactis LD61 and S. xylosus C2a consumed 7 g l-1 and 5 g l-1 of glucose, 

respectively, and produced 5 g l-1 and 2 g l-1 of lactate. Glucose was totally exhausted after 14 h in 

the YL and YLS associations, and 4 g l-1 and 5 g l-1 of lactate were produced, respectively.  
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Only 4 g l-1 of glucose were consumed in the YS association, with the production of 2.5 g l-1 of 

lactate. AA were highly consumed in the YS and YLS cultures, with a higher consumption in the 

YS association (threonine, alanine, glutamine, glycine and lysine were the main AA consumed) 

(data not shown). 

 

Real-time RT-PCR analysis of the different microorganism associations. In order to better 

understand possible interactions between microorganisms, real-time RT-PCR analyses were carried 

out by focusing on glucose, lactate and AA metabolisms, which are the main energy sources in the 

SM. Total RNA was extracted after 14 h of culture. The time of extraction was chosen in order to 

have enough cells (the minimum required is about 106 cells) and so that the culture was at the end 

of the exponential phase. Real-time RT-PCR analyses were then performed with primers specific to 

target genes involved in glucose, AA and lactate catabolism. 

 

Expression level of investigated gene transcripts in the different culture associations. 

The expression level of several genes involved in glucose, lactate and AA metabolisms was 

investigated. Seventeen genes were chosen to study the possible effect of S. xylosus C2a and/or L. 

lactis LD61 on Y. lipolytica 1E07. Real-time RT-PCR was then performed with primers specific to 

eight genes involved in AA catabolism, six genes of the lactate catabolism and three genes of the 

glucose catabolism (Table 1). 

Nine genes of Y. lipolytica whose expression levels significantly differ in the pure versus co-culture 

are shown in Fig. 4. The expression level of the gene HXT2 involved in glucose catabolism was 

lower than in the YL culture, probably due to the total glucose consumption by L. lactis LD61 at 14 

h of culture, which corresponds to the time of the RNA extraction. In addition, the lactate 

dehydrogenase CYB2 expression levels were higher in all the associations in which lactate is 

produced to some extent, compared to the Y. lipolytica 1E07 pure culture where lactate is not 

produced. The CYB2 gene was expressed 35, 2.5 and 5 times more in YL, YS and YLS 

associations, respectively, than in the pure culture. Moreover, the expression level of several genes 

related to the AA catabolism, such as BAT1, KAD and GDH2, were lower in the presence of S. 

xylosus C2a. Additionally, the anabolic gene GDH encoding the NADP+-dependent glutamate 

dehydrogenase GDH3 is induced in the opposite way compared to the catabolic gene GDH2 

encoding a NAD+-dependent glutamate dehydrogenase. Besides, the two sub-units of the pyruvate 

dehydrogenase, PDA1 and PDB1, are similarly induced. 

In order to study the effect of S. xylosus C2a and/or Y. lipolytica 1E07 on the gene expression of L. 

lactis LD61, six genes of L. lactis LD61 were selected: one gene involved in the AA catabolism, 
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three genes in the lactate catabolism and two genes in the glucose pathway (Table 2). The 

expression levels of four genes were significantly different in co-culture compared to the L. lactis 

LD61 pure culture (Fig. 5). For instance, the genes NoxE and PoxL involved in the oxidative 

catabolism of glucose or lactate are higher in the YL association compared to the L. Lactis LD61 

pure culture. Moreover, the lactate dehydrogenase LDH expression level decreased in the mixed 

culture of YL, whereas it increased in the YLS association. At 14 h of culture, glucose was not 

completely exhausted, which could explain the higher expression level of the pgiA gene involved in 

glucose catabolism in L. lactis LD61 pure culture compared to the two associations, YL and YLS. 

The effect of Y. lipolytica 1E07 and/or L. lactis LD61 on S. xylosus C2a was also investigated. For 

that, six genes were selected: a gene involved in AA catabolism, three genes involved in lactate 

catabolism and two genes involved in the glucose pathway (Table 3). Four genes of S. xylosus C2a, 

whose expression levels significantly differed in the pure versus co-culture, are shown in Fig. 6. 

The results show that the expression level of the lactate dehydrogenase (LDH) decreased in the YS 

and YLS associations compared to S. xylosus C2a pure culture. Furthermore, the expression level 

of the pyruvate dehydrogenase, which is involved in the catabolism of glucose, is higher in the YS 

association, whereas its expression decreased in the complete association. The expression level of 

the gene involved in the AA transport significantly decreased regardless of the microbial 

association (Fig. 6). 

 

DISCUSSION 
In this study, the interaction of three microorganisms and the effects on the expression level of 

genes of the glucose, lactate and AA catabolisms were investigated in a SM. To our knowledge, 

little is known about the gene expression of microorganisms in co-cultures. Most of the mixed 

culture studies were limited to a biochemical approach using two (27, 28) or, rarely, more 

microorganisms (1, 9, 31). Recently, transcriptomic approaches have been developed to investigate 

possible interactions between two or three microorganisms (17, 25), indicating that such alternative 

approaches could be used to investigate co-culture behaviour.  

Efficiency of the quantification method. The method used to generate quantitative values must be 

taken into account when interpreting gene expression data. Previous studies have demonstrated the 

linearity of real-time RT-PCR and described the use of standard curves for relative quantification 

of target genes. The relative expression of a given gene can be obtained by the ∆∆CT method (39). 

The housekeeping gene chosen for each microorganism is used to normalise each gene expression 

level. The expression of the housekeeping gene has to be truly invariant throughout the different 
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sample conditions (41). This normalisation makes it possible to avoid the problem of cell 

concentration in the different association samples.  

Effect of L. lactis LD61 and/or S. xylosus C2a on Y. lipolytica 1E07. 

The presence of both bacteria considerably reduced the growth of Y. lipolytica 1E07. The presence 

of S. xylosus C2a resulted in a 100-fold decrease in Y. lipolytica 1E07 cells counts, compared to the 

pure culture. Competition for AA consumption between Y. lipolytica 1E07 and S. xylosus C2a may 

explain this phenomenon. In fact, the AA were dramatically consumed in YS culture. As a result of 

the low AA concentration in the medium, the expression level of genes involved in AA catabolism 

(GDH2, BAT1, KAD, CHA1) are down-regulated in the presence of S. xylosus C2a, regardless of 

the type of association (YS and YLS). In addition, the expressions of the GDH3 (anabolic) and 

GDH2 (catabolic) genes encoding for a NADP+- and a NAD+-dependent glutamate dehydrogenase, 

respectively, are induced in the opposite way. DeLuna et al. (12) indicated that the coordinated 

regulation of GDH3-, and GDH2-encoded enzymes resulted in glutamate biosynthesis and 

balanced utilisation of α-ketoglutarate under respiratory conditions in the yeast S. cerevisiae. The 

increase in the expression levels of Y. lipolytica 1E07 genes involved in the AA catabolism 

strongly suggests that AA are preferentially consumed by this yeast. A recent study on Y. lipolytica 

demonstrated the involvement of this yeast in the AA degradation (26). It showed that the AA are 

primarily used by Y. lipolytica 1E07 as a main energy source, where lactate is consumed following 

AA depletion. Cholet et al. (10) investigated the expression patterns of target genes related to L-

methionine and lactate catabolisms in this yeast. They found that Y. lipolytica was mainly involved 

in L-methionine catabolism.  

In YL or YLS cultures, lactate produced by L. lactis LD61 from glucose led to a 30-fold increase in 

the lactate dehydrogenase CYB2 expression level, compared to Y. lipolytica 1E07 pure culture 

where no lactate was produced. Our results are in good agreement with those of Lodi et al. (21) 

who found that in S. cerevisiae, the CYB2 gene was subject to several metabolic controls at the 

transcription level, namely inhibition due to glucose fermentation and induction by lactate. At the 

same time, the expression level of the glucose transporter encoding gene HXT2 was decreased two-

fold. In fact, after 14 h of culture, the glucose was totally consumed by L. lactis LD61 and partially 

converted to lactate, which accumulated in the medium. A 50-fold decrease in the expression of the 

HXT2 gene has also been reported by Higgins et al. (15) in glucose-depleted media. In contrast, 

Özcan et al. (36) showed that the transcription of the genes HXT2 of the yeast S. cerevisiae is 

repressed when glucose levels are high and induced after glucose depletion. There are several 

potential reasons for these discrepancies, including the type of culture, strain differences, 

microorganism associations and culture medium composition.  
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Effects of Y. lipolytica 1E07 and/or S. xylosus C2a interactions on L. lactis LD61. 

We found that some genes were differentially expressed depending on the association, despite the 

fact that the growth of L. lactis LD61 was not affected by the microorganisms with which it was 

associated. 

L. lactis LD61 has a homofermentative sugar metabolism with lactate as a major end product under 

most fermentation conditions. The presence of oxygen provokes radical changes in the carbon 

metabolism of L. lactis (23). It has been previously shown that the principal metabolic shifts 

observed under aerobic conditions coincided with the induction of NADH-oxidase (NOX) activity 

(4, 23). The overproduction of this enzyme will result in a decrease in the NADH/NAD ratios. In 

fact, as a result of NOX activity, the electrons originating from sugar metabolism would be used 

for reduction of oxygen and not for reduction of pyruvate to lactate. Lopez de Felipe et al. (22) 

demonstrated that the metabolic level of the key cofactor NADH can shift L. lactis from a 

homalactic bacterium to a highly acetoin- or diacetyl-producing bacterium. Under aerobic 

conditions, the NADH is used as a substrate by the lactate dehydrogenase (LDH) enzyme. As a 

consequence, when NOX is highly expressed, the LDH activity is low and lactate production is 

further decreased, which is essentially what was found in our culture associations.  

The pyruvate produced from the consumption of glucose and/or lactate could be transformed into 

acetyl-phosphate via the pyruvate oxidase (POX) enzyme involved in its oxidative 

decarboxylation. A second pathway could be the conversion of pyruvate into lactate via the LDH. 

In the YL culture, the expression level of LDH decreases while the POX increases, compared to the 

L. lactis LD61 pure culture. This result shows that L. lactis LD61 mainly produces acetyl-

phosphate from pyruvate in the presence of Y. lipolytica 1E07.  

Opposite regulation of the genes poxL, noxE and LDH is shown in the YLS association. This result 

may suggest that in the presence of S. xylosus, the NADH/NAD ratios would be used for the 

reduction of pyruvate to lactate. 

The expression level of the pgiA gene encoding a glucose-6P-isomerase decreased in the YL and 

YLS associations compared to the L. lactis LD61 pure culture, due to the glucose total 

consumption. In fact, this enzyme is highly regulated and its activity is correlated to the substrate 

abundance (5). 

Effects of L. lactis LD61 and/or Y. lipolytica 1E07 interactions on S. xylosus C2a. 

Y. lipolytica 1E07 and/or L. lactis LD61 association with S. xylosus C2a considerably affected the 

growth of this bacterium. Two main reasons could be responsible for the growth decrease of S. 

xylosus C2a in co-culture. The first is the acidification of the medium due to lactate production by 

the lactic acid bacterium and S. xylosus C2a. The effect of pH on the growth of S. xylosus has been 
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studied. Results showed that lowering pH (from 6.0 to 4.6) decreased the growth of S. xylosus (43, 

44). Second, the competition towards AA may occur in the presence of Y. lipolytica 1E07, which is 

known to preferentially consume AA at the expense of lactate (26). Lincoln et al. (20) found that 

seven S. aureus strains required arginine, proline, cysteine, valine, leucine and glycine for their 

growth. The same results were obtained by Onoue and Mori (34) in a chemically defined medium. 

Keller et al. (18) observed that S. aureus could utilise glutamate, proline, histidine, aspartate, 

alanine, threonine, serine or glycine as a major energy source. The combination of both 

acidification and AA competition could explain the dramatic decrease in the S. xylosus C2a 

population in the complete association, YLS. Moreover, as a consequence of the growth decay of S. 

xylosus C2a, all the genes expressed in the mixed culture with Y. lipolytica 1E07 and/or L. lactis 

LD61 significantly decreased, compared to the pure culture. The same profile was obtained in the 

mixed culture with Y. lipolytica 1E07 with the exception of pyruvate dehydrogenase gene, which is 

slightly more expressed compared to the S. xylosus C2a pure culture.  

This study has provided an efficient way to investigate the microbial interaction using a 

transcriptional approach. For a better understanding of the interactions that may occur, it would be 

interesting to use a microarray technology that would provide an overview of the whole cell 

response to environmental changes at the transcriptional level. 
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Figure1. Growth of Y. lipolytica 1E07 (A), S. xylosus C2a (B) and L. lactis LD61 in a SM. Y: 

Y. lipolytica 1E07; S: S. xylosus C2a; L: L. lactis LD61; YL: Y. lipolytica 1E07 + L. lactis 

LD61; YS: Y. lipolytica 1E07 + S. xylosus C2a; LS: L. lactis LD61 + S. xylosus C2a; YLS: Y. 

lipolytica 1E07 + L. Lactis LD61 + S. xylosus C2a. 
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Figure 2. pH variation of microorganisms in pure cultures (A) and in mixed cultures (B). Y: 

Y. lipolytica 1E07; S: S. xylosus C2a; L: L. lactis LD61; YL: Y. lipolytica 1E07 + L. lactis 

LD61; YS: Y. lipolytica 1E07 + S. xylosus C2a; LS: L. lactis LD61 + S. xylosus C2a; YLS: Y. 

lipolytica 1E07 + L. Lactis LD61 + S. xylosus C2a. 
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Figure 3. Glucose and lactate measured in the supernatant of the microorganism associations 

at 14 h of culture in a synthetic medium. B: Blank; Y: Y. lipolytica 1E07; S: S. xylosus C2a; 

L: L. lactis LD61; YL: Y. lipolytica 1E07 + L. lactis LD61; YS: Y. lipolytica 1E07 + S. 

xylosus C2a; YLS: Y. lipolytica 1E07 + L. Lactis LD61 + S. xylosus C2a. 
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Figure 4. Expression level of GDH2, GDH3, BAT1, HXT2, CHA1, KAD, PDA1, PDB1 and 

CYB2-2 genes, measured by real-time PCR. The expression levels of Y. lipolytica 1E07 pure 

culture genes were compared to those obtained in co-cultures after 14 h of culture in a 

synthetic medium. Y: Y. lipolytica 1E07; YL: Y. lipolytica 1E07 + L. lactis LD61; YS: Y. 

lipolytica 1E07 + S. xylosus C2a; YLS: Y. lipolytica 1E07 + L. Lactis LD61 + S. xylosus C2a. 
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Figure 5. Expression level of poxL, noxE, LDH and pgiA genes, measured by real-time PCR. 

The expression levels of L. lactis LD61 pure culture genes were compared to those obtained 

in co-cultures after 14 h of culture in a SM. L: L. lactis LD61; YL: Y. lipolytica 1E07 + L. 

lactis LD61; YLS: Y. lipolytica 1E07 + L. Lactis LD61 + S. xylosus C2a. 
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Figure 6. Expression level of LDH, PDHA, pgiA and AAT genes, measured by real-time PCR. 

The expression levels of S. xylosus C2a pure culture genes were compared to those obtained 

in co-cultures after 14 h of culture in SM.  

S: S. xylosus C2a; YS: Y. lipolytica 1E07 + S. xylosus C2a; YLS: Y. lipolytica 1E07 + L. 

Lactis LD61 + S. xylosus C2a. 
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TABLE 1. Primers used for the transcriptomic study of Y. lipolytica 1E07 genes. 

Primer Accession no.a Sequence (5'-3') Putative  functionb

GAP1-R CGACCACAGCAATGACTTTAATA
GAP1-F AACTACTGGAATGAAGCTAACG
ARO8-R GGCTCCGACCCAGTTGT
ARO8-F TTCTCCTCCGCCATCGAGTG
BAT1-R GTTGGCTCCCAGCTTCTTGT
BAT1-F CTCTCGGCGTCGGAACC
BAT2-R TCCAACGGCCTTGGAGTTCT
BAT2-F CCTCAAGCTCTACTGCTCCGA
JEN1-R TTAATGTGAGCGTCACAGATATCAC
JEN1-F AGCTCCAGCACAATAAATAGAACAC
GHD2-R CTTGAGGAGCAAATCAATGACC
GDH2-F TCCATGTTCGACGAGAACTAC
GHD3-R CTTAGAGTCGGACATGGAGACAAC
GDH3-F TACGTTGAGAAGATGATTGAGTACG
GND1-R GATGTCCTGGAAAATCTTCTTAATG
GND1-F GATATCATCATTGACGGTGGTAACT
PGI1-R GGTTCTCTGTGAAGTTGATCTTGTC
PGI1-F CTTTGATGACTCCAAGATTCTGTTT
PYC1-R CAGAGATAACCATCTCCATCTTCAT
PYC1-F GAAAGATTTCTGTTGAGGACAAGAA
CHA1-R TTTCCTCCAGAAGAAGAAAAGAAGT
CHA1-F TGCTTCTCAAATACGAAACTACACA
HXT2-R ATAGAAAAAGTAGTTGGCACCACAG
HXT2-F GAACTCAAGGCTATTGAGAACTCTG
DLD1-R AAACGTATTCCTCACCGATAG
DLD1-F TGGCCCTTAAGAAGGAAGAT
KAD-R CTACTACTCGGTAAGTAGGCATGGA
KAD-F AAAACATGTCCATAAGACCCAGTT

PDA1-R TAGATATCCTCAAACAGAACCTTGG
PDA1-F AACGATCCTATTTCTGGTCTCAAG
PDB1-R AGTCTTCTTGATGGAGTTGAAAATG
PDB1-F TAAGGATATCACTCTTGTCGGTCAC
CYB2-R TGCATCCACTGAGTCTGTTT
CYB2-F  TACATCACCGCTACAGCTCTA
Act21r GGCCAGCCATATCGAGTCGCA
Act20 TCCAGGCCGTCCTCTCCC

YALI0B16522g Amino acid transporter

Organic acid transpoter

YALI0E20977g

YALI0F19910g

Aromatic aminotransferase

Branched-chain amino acid aminotransferase

YALI0D01265g Branched-chain amino acid aminotransferase

YALI0E09603g Glutamate dehydrogenase

YALI0D20108g

Glutamate dehydrogenaseYALI0F17820g

PenthosePpathway

YALI0F07711g

YALI0B15598g

YALI0C24101g

Glycolyse

Pyruvate carboxylase

YALI0B16214g L-serine/L-threonine deaminase

high-affinity hexose transporter

2-oxoisovalerate dehydrogenase

YALI0F19184g

YALI0D08690g 

YALI0E03212g Lactate oxidoreductase

Pyruvate dehydrogenase

YALI0F20702g Pyruvate dehydrogenase

YALI0E27005g

YALI0E21307g

YALI0D08272g*

Lactate dehydrogenase

Gene encoding Actin

a*Blanchin-Roland et al., 2005.  
bAnnotations are from Génolevures (http://cbi.labri.fr/Genolevures/) 
 

TABLE 2. Primers used for the transcriptomic study of L. lactis LD61 genes. 

Primer Accession no. Sequence (5'-3') Putative  function
pgiA-R TCT TTA CCT TGC AAG TAT CCA AGT C
pgiA-F TTC AGC TAA CTT CTC AAC AGA CCT T
BcaT-R GTT TGC TTT CAC CA TTG TTT AAC T
BcaT-F ATT AAA AGC CTA TCG AAC AAA GGA T
LacC-R CAA AGA TTG CTT CTA GTT CTT CTC G
LacC-F GTG AAG ATT TCT ATG AGC GTT TGA T
noxE-R ATT TCC TGC AAT TAT TTC ACT CTT G
noxE-F AAT CGG CCT AGA AGT TTC ATT TAG T
poxL-R GAT GCC AAA CTG ACA ATT AAG AAA T
poxL-F GAT GCC AAA CTG ACA ATT AAG AAA T
ptnD-R CTG GTT TAC AGT ACG TCC TAT CGT T
ptnD-F CTT TAG TGA TTG CAG AAC CTG ATT T
purM -R GCC ACT CCA GCC ACA ACT TG
purM -F GAT TGC GTA GCC ATG TGC GTC

Branched-chain amino acid aminotransferase

L0012 Glucose-6-phosphate isomerase

L196579 NADH oxidase

L0032 Putative 1-phosphofructokinase

L0086

L147466 

L165202* Phosphoribosyl-aminoimidazole synthetase

L0199 Pyruvate oxidase

Mannose-specific PTS system component IID

 

* Theis et coll., 2007.  
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TABLE 3. Primers used for the transcriptomic study of S. xylosus C2a genes. 

Primer Sequence (5'-3') Putative  function
ILVE-R CCG AAA GTT GAT GAA GAG ACA GTA T
ILVE-F AAT AAG AAG GAC GTA CGC CTA GAA T
GyrA-R TAC AAT GTT ACC GTT ACG CTC AGT A
GyrA-F ATG TTA CAA ATG CTG AAA GTG ATG A
LDH-R TCT TCA ATT CTG TGT TGT CTT TCA G
LDH-F ATT AGC AGA AGA ATT TGG TGT TTC A
pgiA-R ACG ACA AAT GTT TCA TAA CCT TCA T
pgiA-F AAA TCA GGT ACT ACG ACT GAA CCA G

PDHA-R TCA ACA ACT GTT TGT TTT TCA GTG T
PDHA-F GAA AAA GGA TCC ATT AGT ACG CTT T
PDHB-R CTA GAG CTA AAC CAC CAA TAC CAG A
PDHB-F AAA CCG AAT TAC AAA ATG ATG AAA A

Lac-permease-R CCA TCT GTC CAT TCT TCT TTA GGT A
Lac-permease-F GCT AGC GCT AAT TGG TAT TGT GTA T

Glucose transporter-R GTA CAA AGG CTG CAA TAA CGA TAA G
Glucose transporter-F CAA AAG TTG GTG TAG CGA CTA GTT T

AA transporter-R ATC GCT TTT ACT TTA GCG TTA GGT T
AA transporter-F TAG CAA AAT CTA AAG GTG CAG AAC T

GyrA-R TAC AAT GTT ACC GTT ACG CTC AGTA 
GyrA-F ATG TTA CAA ATG CTG AAA GTG ATG A

DNA Gyrase subunit A

Glucose-6-phosphate isomerase

Branched-chain amino acid aminotransferase

Putative 1-phosphofructokinase

NADH oxidase

Lactate permease

Pyruvate oxidase

Mannose-specific PTS system component IID

Amino acid transporter

Glucose transporter
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S1. Composition of the complete defined synthetic medium  

Constituent  Concentration 
1X (g l-1) Constituent  Concentration 

1X (g l-1) 
Glucose 10 Adenine 0.010 
sodium lactate 60 % 18 Guanine 0.010 
sodium acetate 1 Uracil 0.010 
ammonium citrate  0.6 Xanthin 0.010 
KH2PO4 9   
K2HPO4 7.5 L-Alanine 0.24 
  L-Arginine 0.12 
MgCl2, 6H2O 0.2 L-Asparagine 0.34 
FeCl2, 4 H2O 0.011 L-Glutamine 0.51 
CaCl2, 2H2O 0.050 L-Glycine 0.17 
ZnCl2, 0.005 L-Histidine 0.11 
CoCl2, 6H2O 0.0025 L-Isoleucine 0.20 
  Leucine 0.47 
P-aminobenzoïc acid 0.010 L-Lysine 0.35 
Biotine 0.010 L-Methionine 0.12 
Cyano-cobalamine 0.001 Proline 0.68 
Folic acid  0.001 L-Serine 0.34 
Inosine 0.005 Threonine 0.23 
Nicotinique acid 0.001 Tryptophan 0.05 
Orotic acid 0.005 Valine 0.33 
Ca-Pantothenate  0.001 Glutamate 0.68 
Pyridoxamine 0.005 Phenylalanine 0.28 
Pyridoxine 0.002 Tyrosine 0.29 
Riboflavine 0.001 Cysteine 0.17 
Thiamine 0.001   
D,L 6-8 thioctic acid 0.0025   
Thymidine 0.005     
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II. 3. 2. Etude de l’association dans une matrice fromagère, le rétentat 

II. 3. 2. 1. Résumé 

Cette étude à pour objectif l’étude de l’association Y. lipolytica 1E07, S. xylosus C2a et 

L. lactis LD61 dans une matrice modèle fromagère : Le rétentat. C’est un milieu caillé solide, 

contenant 6 % de matières grasses, ce qui nous permettra par rapport à l’étude précédente, de 

se rapprocher des conditions fromagères.  

Dans le but de mieux comprendre les effets de l’interaction de S. xylosus C2a et/ou L. 

lactis LD61 sur Y. lipolytica 1E07, la combinaison d’outils microbiologiques, biochimiques 

ainsi qu’une analyse globale de l’expression des gènes par l’utilisation de la puce à ADN 

complète de Y. lipolytica a été réalisée. L’analyse transcriptomique des associations Y. 

lipolytica 1E07/L. lactis LD61 et Y. lipolytica 1E07/L. lactis LD61/S. xylosus C2a a été 

comparée à celle obtenue en culture pure de Y. lipolytica 1E07. De plus, les résultats de puce 

à ADN ont été validés par RT PCR quantitative. Pour cela, plusieurs gènes ont été 

sélectionnés et leur expression a été suivie dans les trois conditions de cultures de Y. lipolytica 

1E07.  

Les résultats de suivi microbiologique des différentes associations ont montré une 

similarité de croissance de S. xylosus C2a et de L. lactis LD61 dans les différentes 

associations. Une légère augmentation du temps de latence de la levure a été observée dans la 

croissance de Y. lipolytica 1E07 en présence du staphylocoque. De plus, le suivi du pH met en 

évidence une acidification du milieu par la bactérie lactique qui consomme le lactose et le 

transforme en lactate.  

Les résultats transcriptomique obtenus mettent en évidence une répression des gènes de 

Y. lipolytica 1E07 impliqués dans le catabolisme des acides aminés dans l’association Y. 

lipolytica 1E07/L. lactis LD61/S. xylosus C2a (BAT1, GAP1, LYS5, DUR3, BNA1 et NPR1), 

par rapport à la culture pure de la levure. Cette répression n’est pas observée dans 

l’association Y. lipolytica 1E07/L. lactis LD61. Sachant que la plupart de ces gènes sont sous 

le contrôle de la NCR (« Nitrogen Catabolite Repression »), on peut supposer une production 

d’ammonium (NH4
+) supérieure dans l’association Y. lipolytica 1E07/L. lactis LD61/S. 

xylosus C2a que dans l’association Y. lipolytica 1E07/L. lactis LD61. La concentration de 

NH4
+ du milieu dépend en effet de la consommation des acides aminés [9] qui serait à 

l’origine d’un équilibre entre l’ammoniac (NH3) et le NH4
+. Plusieurs études ont mis en 

évidence le rôle du NH3 comme molécule signal chez les levures [10-15]. La production de 

NH3 permettrait aux levures de rentrer en phase de ralentissement de croissance dans le but de 
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faire face aux conditions stressantes de l’environnement. Dans notre étude on émet 

l’hypothèse d’une possible compétition pour l’oxygène entre la levure qui est en aérobie 

stricte et le staphylocoque qui est en anaérobie facultatif. Cette étude a mis en évidence un 

état de stress oxydatif chez la levure en présence de S. xylosus, ainsi qu’une modification du 

fonctionnement mitochondriale et de l’expression des gènes de la chaîne respiratoire. 

 

II. 3. 2. 2. Publication n°4: “Transcriptomic study of culture association in model 

cheese”. 

A soumettre dans le Journal Applied and Environmental Microbiology, article en cours 

de rédaction   
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ABSTRACT 

Whole-genome microarray of Yarrowia lipolytica 1E07 was used to determine relative 

transcripts levels in cell to final exponential phase in pure culture, or cultivated with one lactic 

acid bacteria (Lactococcus lactis) or with two bacterium (lactic acid bacteria and 

Staphylococcus xylosus) on an experiental ultrafiltration (UF) cheese. The results showed that 

102 and 216 genes were differentially expressed when comparing culture pure to culture 

inoculated with one or two bacteria. Functional analyses suggested that the yeast Y. lipolytica 

1E07 have the ability to adapt it metabolism to oxygen availability and microbial associations.  

In presence of S. xylosus, the genes involved in the oxydative stress are induced. Moreover, 

the expressions of genes involved in the mitochondrial and respiratory chain of the yeast are 

modified depending on the culture association. The study provides the first global description 

and functional interpretation of transcriptomic response to metabolic adaptation on a UF 

cheese. 

 

KEY WORDS: Yarrowia lipolytica 1E07, Microarray, RT quantitative PCR, cheese. 
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INTRODUCTION 

The cheese production involves many microorganisms such as yeast, bacteria and molds. The

cheese sensory properties depend on the presence of the cheese microbiota, whose community

structure evolves through a succession of different microbial groups which are essential for

the texture, taste and color of these (6, 18, 19, 44). With difficulty controllable, the yeast

species, Yarrowia lipolytica is never inoculated in the manufacturing processes cheese maker.

However, it develops systematically on the surface of smeared soft cheeses and has a positive

or negative impact on the sensory quality of the product according to its concentration.  

Yarrowia lipolytica is known to be an adventitious yeast species, that exists in diverse

environments, especially in wide cheese ecosystem and displays a large spectrum of

metabolic capabilities (9, 31, 36). The cheese yeast strains have been naturally selected over

hundred of years to efficiently use dairy components under rather stressful environmental

cheese conditions and to compete with other cheese microorganisms. These conditions are

substantially different from laboratory conditions, especially with regard to the high fat and

casein content, evolutive pH value (4,5 to 7,0). All these conditions lead to gene expression

changes and structural modifications of yeast cells as they adapt to these extreme conditions. 

Thanks to the progress of the genomics of microorganisms and to the development of

methodologies of expression analysis in technological conditions (methods of RNA extraction

from cheese, transcriptomic and proteomic analysis), it becomes possible to characterize the

in situ microbial expression of yeasts within complex matrix as cheese, on the scale of the

gene (16, 28, 35).  

The knowledge of genes of a microbial genome can lead to the construction of microarray

with DNA allowing then to measure simultaneously the level of expression of several

thousand genes in a large number of different conditions. In particular, these techniques allow

to observe the differences of expression of the genes when a micro-organism is cultivated

only (in pure culture) or in association (in co-culture).  

Nevertheless, the current knowledge of molecular mechanisms of the functioning of a micro-

organism in a complex environment and in the presence of the others is still conceptual and a

methodological challenge. So far, the biochip used with mixed cultures are partial and serve

only rarely for transcript detection (11). Most of them are devoted to the detection of

microbial species in complex ecosystems though ribosomal DNA sequences or to the

detection of a reduced number of DNA sequences without quantifying their expression levels

(37, 42, 45). One of a major problem of the microarray technique utilization when studying a

complex ecosystem, is the cross-hybridization of cDNA sample from the partner species on   
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the microarray spots containing DNA of the species of interest. The specific signal is

consequently corrupted by the hybridization of foreign cDNA (33).  

The purpose of this investigation is to seek global information regarding the metabolic gene

expression response of Y. lipolytica grown in culture pure or in association with two others

cheese bacteria (Staphylococci xylosus C2a and Lactococcus lactis LD61) on cheese medium,

using DNA microarray technology. The yeast strain used in this work was a cheese strain that

was originally isolated in Livarot, a smeared soft cheese. Technically, we used DNA

microarrays bearing 6688 ORFs from the laboratory-sequenced strain E150. A microarray

protocol was optimized in order to reduce the non specific cross-hybridization of the cDNA

from two bacteria on the yeast genome. In addition, to make any biological interpretation of

transcriptomic data meaningful, we measured physiological and metabolic data such as

growth dynamics (cells viability), consumption of lactate, lactose and amino-acids. This

functional analysis is the first study carried out under simulated but complex cheese

conditions.  
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MATERIALS AND METHODS 
Strains and storage conditions. The microorganisms used in this work were Yarrowia

lipolytica 1E07, Staphylococcus xylosus C2a and Lactococcus lactis LD61. Y. lipolytica

1E07, originally isolated from the Livarot French cheese was a kind gift from the LMILA

(Laboratoire des Micro-organismes d’Interêt Laitier et Alimentaire, Caen, France) and

selected for it biotechnological potential. Staphylococcus xylosus C2a was a kind gift from S.

Leroy, INRA Theix, France, is derived from the type strain DSM20267 of human skin origin

and was cured of its endogenous plasmid, pSX267 (20). Lactococcus lactis subsp. Lactis

biovar diacetylactis LD61 was provided by SOREDAB (Bongrain, La Boissière Ecole,

France). This strain contains plasmids that allow optimal growth in milk (41). Strains were

stored in a 5% glycerol non-fat dry milk at -80ºC until it was used.  

Precultures conditions. A preculture of each microorganism was grown in a 100 ml flask

containing 20 ml of potato dextrose broth (PDB) (Difco Laboratories, Detroit, MI) for the

yeast, Brain heart infusion broth (BHI) (Biokar Diagnostc, Beauvais, France) for S. xylosus

C2a and M17 (Biokar Diagnostc, Beauvais, France) for L. lactis LD61. These media were

inoculated with 200 µl of the strain stock solution suspension and incubated for 48 h at 25°C

under agitation (100 rpm) for Y. lipolytica 1E07 and S. xylosus C2a. The anaerobic bacteria L.

lactis LD61 was cultivated into 100 ml of reconstituted skim milk (100 g/ liter; Difco

Laboratories, Detroit, MI) for 15 h at 30°C without agitation.  

Cheese production. Ultrafiltred milk was produced as described by Hannon et al. (22) and

stored at -20°C. Its final fat concentration was 5.5 %. Ultrafiltered milk was inoculated using

precultures with a concentration of 107 CFU/ml for L. lactis LD61, 105 CFU/ml for Y.

lipolytica 1E07 and 108 CFU/ml for S. xylosus C2a. Moreover, rennet (chymosin with an

activity of 180 international milk-clotting units/ml; Maxiren 180; DSM Food Specialitoes,

Delf, The Netherlands) was added at a final concentration of 60µl/ liter. After incubation for 7

h at 30 °C, the curd was transferred onto a grid in a sterile crystallizing basin. Ripening was

then performed at 14 °C for 24 h, 48 h or 72 h. 

Measurement of culturable microorganism concentration. One gram of cheese was mixed

with 9 ml of physiological saline (9 g/ liter NaCl). After dispersion with a mechanical blender

(Ultra-Turrax model T25; Ika Labortechnik, Staufen, Germany) for 1 min at 11,500 rpm, 10-

fold serial dilutions in physiological saline were prepared. Yeast and bacterial growth as

monitored by counting the viable cells after plating on YEPD agar medium (Biokar

diagnostics, Paris, France) for Y. lipolytica, brain heart infusion agar supplemented with 50  
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mg/liter amphotericin (Biokar Diagnostics, Beauvais, France) for S. xylosus and M17 agar

supplemented with 50 mg/liter amphotericin (Biokar Diagnostics, Beauvais, France) for L.

lactis. The values were expressed in CFU ml-1 (colony forming unit). 

pH, lactate, lactose and amino acids analysis. The surface pH was measured by using a

surface electrode Blue line 27 (Schott). The pH values were the arithmetic means of three

measurements. The lactose and lactate contents were determined for the whole cheese by

using high-performance liquid chromatography as previously described by Leclercq-Perlat et

al. (26). The release of free amino acids was measured for the whole cheese as described by

Grunau and Swiader (21).  

Extraction of mRNA. Cheese samples (pure culture of Y. lipolytica and culture of Y.

lipolytica in association with L. lactis or with L. lactis and S. xylosus) are taken

(approximately 125 mg) after 48 hours of ripening when the biomass of Yarrowia lipolytica

reaches a value close to 5 x 107 CFU / g of cheese. RNA was extracted as previously

described RNA was extracted as previously described (35). 

DNase treatment of the RNA. Total RNA was treated with the TURBO DNA-free kit

(Ambion, Austin, TX) to eliminate a genomic DNA contamination and then was stored at -80

°C. 

Quantification of RNA and quality control. Purified RNA was quantified at 260 nm using a

NanoDrop (Technologies, Wilmington, DE). The quality of total RNA was checked by

microcapillary electrophoresis using the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,

Palo Alto, CA). 

Microarray of Yarrowia lipolytica. The microarray we used in this study contained 6688

ORFs and was manufactured by Eurogentec (Seraing, Belgium) using 60-mer

oligonucleotides representing 99 % of the yeast genome.  

Extraction of DNA. DNA of culture of S. xylosus, Y. lipolytica and L. lactis were extracted

from cheese as previously described (34). 

Genomic DNA Labeling. In order to verify the biochip specificity of Y. lipolytica, the DNA

coming from pure culture was fluorescently labelled with the cyanine dye (Cy 3 and Cy 5)

according to the manufacture’s instructions of BioPrime® Array CGH Genomic Labeling

System (Invitrogen. Cergy Pontoise. France). Y. lipolytica 1E07 DNA was labeled with Cy5

and the other species DNA (S. xylosus, L. lactis) with Cy3 and both were hybridized on the

same biochip. 

Labeling of cDNA targets. Fluorescent labelled cDNA was synthesized from 5 µg of total

RNA using the Cy-Scribe first-strand cDNA labelling kit (Amersham Biosciences,  
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Piscataway, NJ) without any amplification, using both anchored oligo(dT) and random

nonamer priming methods together. Reverse transcription labeling reactions were performed

at 42 °C for 2 h with a thermocycler (GeneAmp PCR system 9700; Perkin-Elmer Applied

Biosystems, Foster city, CA) using direct incorporation of dCTP-Cy3 and dCTP-Cy5

(Amersham Biosciences) according to the manufacture’s instructions. The RNA template and

unincorporated fluorescent nucleotides were then eliminated by chemical treatment (15 min at

37 °C with 2 M NaOH). After neutralization with 2 M HEPES (pH 6.8) (Sigma-Aldrich),

labelled cDNA was purified using QIAquick® Nucleotide Removal kit (Qiagen, Hilden,

Germany) and then concentrated using a Microcon YM-30 filter (Millipore, Bedford, MA). 

Microarray processing and data analysis. Experiments were carried out at the Biochips

plateform of Jouy en Josas with DNA Microarray Hybridization Oven (Agilent. Palo Alto.

CA). In order to validate the specific hybridization of Y. lipolytica on the microarray, two

independent biological replicates of the 3 cultures conditions (Y. lipolytica, Y. lipolytica + L.

lactis and Y. lipolytica + L. lactis + S. xylosus) were used. RNA from these duplicates was

independently extracted as described above. The labelled cDNA were fragmentized by adding

8 µl of RNA Fragmentation Buffer (Agilent). Then water is added to obtain 200 µl of the final

reaction volume. The mix was incubated for 30 min at 60°C, then 200 µl of 2x GEx

Hybridization buffer HI-RPM (Agilent) was added to stop the reaction. The slides were

hybridized for 16 h at 42°C or 60°C. After hybridization, the slides were washed three time in

2X SSC (0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium citrate), 0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS)

(Roche Applied System, IN) solution at 50 °C, then twice in 0.5X SSC, 0.1% SDS, once in

0.1X SSC, 0.1% SDS and finally three time in 0.1X SSC solution. The slide was then dried by

centrifugation 1 min at 3000g. 

The hybridization signal was detected by scanning using an Agilent G2565BA DNA

microarray scanner at 5 µm resolutions. Signal quantification was transformed to numerical

values using the integrated Feature extraction Software 9.5.1. The software returns a set of

spot quality measures in order to evaluate the goodness and the reliability of spot intensity

estimates.  

The analyses were performed twice by swapping the fluorescent dyes Cy3 and Cy5 to reduce

the false-positive, negative value due to dye effects. The statistical analysis was based on two

dye swap. For each array, the raw data comprised the logarithm of median feature pixel

intensity at wavelengths 635 nm (red) and 532 nm (green). No background was subtracted. In

the following description, log ratio refers to the differential expression between two

conditions. It is either log2 (red/green) or log2 (green/red), according to the experiment   
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design. An array-by array normalization was performed to remove systematic biases. First, we

excluded spots that were considered badly formed features. Then, we performed a global

intensity-dependent normalization with the Loess procedure to correct the dye bias. Finally,

for each block, the log-ratio median calculated over the values for the entire block was

subtracted from each individual log-ratio value to correct print tip effects on each metablock.

To determine differentially expressed genes, we performed a paired t test on the log ratios,

assuming that the variance of the log ratios is the same for all genes. Spots displaying

extremes of variance (too small or too large) were excluded. The raw P values were adjusted

by the Bonferroni method, which controls the family-wise error rate (FWER). We use the

Bonferroni method (with a type I error equal to 5%) in order to keep a strong control of the

false positives in a multiple-comparison context. 

Positive and negative genes were placed into the functional categories following the

classification of clusters of orthologous groups of proteins (COGs)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/). 

Reverse transcription and real-time RT-PCR conditions for Microarray-Data

Validation. cDNAs was synthesized from DNase-treated RNA using the SuperScriptTM III

First –Strand Synthesis System (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). A mix containing up to

5 µg of total RNA, Random and dNTP (10mM) was prepared and incubated at 65°C for 5

min, then placed on ice for at least 1 min. The cDNA synthesis mix containing 10X RT

buffer, MgCl2 (25 mM), DTT (0.1 M), RNaseOUTTM (40 U µl-1) and SuperScriptTM III RT

(200 U µl-1) was added to each RNA/primer mixture and then incubated for 50 min at 50°C.

The reaction was stopped by incubation for 5 min at 85°C. The resulting cDNA samples were

stored at -20 °C. Quantitative real-time RT-PCR validation was performed for 22 genes on

biological replicates. Samples have been taken after 48 h of culture. The primers for real-time

PCR were designed to have a length of about 20-25 bases, a G/C content of over 50%, and a

Tm of about 60ºC. The length of the PCR products ranged between 90 and 150 bp.

LightCyclerTM software (Roche, Mannheim, Germany) was used to select primer sequences.

All the primers were synthesized by Eurogentec (Seraing, Belgium) (Table 1).  

SYBR green I PCR amplification was performed using a LightCycler (Roche). Amplification

was carried out in a 10-µl (final volume) mixture containing 250 ng of RNA sample, 4 mM

MgCl2, 0.5 µM of primer, and 1 µl of LightCycler-FastStart DNA Master SYBR green I

(Roche). Five dilutions of cDNA were made to determine the efficiencies of real-time PCR. A

negative control without cDNA added, was systematically included. The amplification

procedure involved incubation at 95ºC for 8 min for the initial denaturation, followed by 40   
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cycles consisting of (i) denaturation at 95ºC for 10-s; (ii) annealing at a temperature that was

5ºC below the melting temperature of the primers for 7-s; (iii) extension at 72ºC for 6-s, and;

(iv) fluorescence acquisition (530 nm) at the end of extension. The temperature transition rate

was 20ºC/s for each step. After real-time PCR, a melting curve analysis was performed by

continuously measuring fluorescence during heating from 65 to 95ºC at a transition rate of

0.1ºC/s. The threshold cycle (CT) values were determined with the LightCycler software

(version 3.3), using the second derivative method. Standard curves were generated by plotting

the CT values as a function of the log of the initial RNA concentration. PCR efficiency (E)

was then calculated using the following formula: E=10-1/slope (39). The Actin gene (8) was

chosen for Y. lipolytica, as a suitable internal control gene to normalize the results. The Pffafl

method (38) was used to calculate the fold change in transcript abundance normalized to the

control gene and relative to the pure culture sample. Statistical analysis was performed using

Student’s t-test. A P value lower than 0.05 was considered as significant. The baseline of each

gene is the average of 3 measurements for the experimental condition chosen as the reference

(Y. lipolytica pure culture), and standard deviation was calculated for each gene as well.

Genes were considered as responsive if, when compared with their reference, they had an

mRNA concentration that changed 2 fold or more. 
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RESULT AND DISCUSSION 

For simplicity, abbreviations were used for each culture association. YL: Y. lipolytica 1E07

and L. lactis LD61 co-culture; YS: Y. lipolytica 1E07 and S. xylosus C2a co-culture; LS: L.

lactis LD61 and S. xylosus C2a co-culture; YLS: Y. lipolytica 1E07, L. lactis LD61 and S.

xylosus C2a co-culture. 

Microbial and biochemical dynamics during the development of the ecosystem on model

cheese.  

(i) Microorganisms growth. The growth characteristics of the microorganisms as a function

of the association are presented in Figure 1. There was a good reproducibility (a difference of

less than 0.5 log10 units) between the results of duplicate experiments.  

Y. lipolytica 1E07 growth. Y. lipolytica 1E07 growth in the different cultures associations is

shown in the Figure 1 A, B and C. Since the beginning and up to 24 h of culture, the cells

counts of Y. lipolytica 1E07 slightly decrease YLS associations (Figure 1C), and reach 7.28 x

105 CFU ml-1 at 24 h compared to 1.73 106 CFU ml-1 in the Y (Figure 1A) and YL (Figure

1B) cultures. Between 24 h to 48 h of culture, Y. lipolytica 1E07 growth fluctuates in the YLS

association. At 72 h of culture, Y. lipolytica 1E07 cells counts increase up to 4.42 x 107 CFU

ml-1 and 3.45 x 107 CFU ml-1 respectively in the YL and YLS associations. 

L. lactis LD61 growth. L. lactis LD61 growth in the YL and YLS cultures associations is

respectively shown in the Figure 1B and 1C. It remains similar regardless of the culture

association. 

S. xylosus C2a growth. S. xylosus C2a growth in the YLS association is shown in the Figure

1C. The growth of S. xylosus C2a reach the stationary phase at 48 h of culture, and reached 9

x 107 CFU ml-1 cells counts. 

(ii) pH variations. The pH evolution as a function of the association is presented in Figure 1.

The pH increases steadily up to 6.8 in Y. lipolytica 1E07 culture (Figure 1A). In contrast, the

pH considerably decreases in the two cultures associations containing the lactic acid bacteria

(LAB). In fact, at 72 h of culture, the pH respectively reached 5.1 and 5.2 in the YL (Figure

1B) and YLS (Figure 1C) associations.  

(iii)Lactose and lactate dynamics. Lactose and lactate dynamics are shown in figure 2. After

48 h of culture, only ~1 g l-1 of lactose was used in Y. lipolytica 1E07 culture. In the YL and

YLS associations, ~ 3.5 g l-1 of lactose was used and respectively 2 g l-1 and 1 g l-1 of lactate

produced. 

(iv)Amino acids dynamics. The amino acids measured in the supernatant of the different 

culture association are shown in figure 4. The glutamine (200 µM) is the only amino acid   
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measured in the cheese deprived of microorganism (Figure 3). Except for asparagine, cysteine

and ornithine, all amino acids were produced in large quantities in the cheese inoculated with

the different microorganism association. Due to the balance between amino acids production 

and consumption, the consumed amino acids can not be determined in the different cultures

(Figure 3). We observed the lowest amino acids concentration in the YLS association after 48

h of culture, which may due to a possible competition for the amino acids between the yeast 

and S. xylosus C2a.  

 

Microarray validation 

Changes in the global expression of Y. lipolytica genes in pure culture or in association at 48h 

of ripening were analyzed with microarrays containing 60mer oligonucleotides corresponding 

to 6690 ORFs from the annotated genome of Y. lipolytica. The microarray results were 

confirmed by real time PCR. 

(i)Microarray specificity. The specificity of the array was tested due to the difference 

between the sequencing strain genome (Y. lipolytica E150) (10, 15) and the strain of our 

interest (Y. lipolytica 1E07). For that, the Y. lipolytica 1E07 DNA was labeled and hybridized 

at 60 °C. The result showed a specificity of Y. lipolytica 1E07 strain for the microarray. In 

fact 100 % of the genes were hybridized on the biochip by using the Agilent technology

method for hybridization. The good rate of hybridization between the two different strains of

Y. lipolytica may due to phylogenetic similarity between Y. lipolytica strains (supplemental 

data). 

(ii)Percentage of non specific hybridization. The percentage of hybridization was statistically 

calculated using the R program. The signal frequency was calculated and relative to log 2 (red 

signal/green signal). The gene signal higher than 8 was considerer as a hybridized spot,

whereas the inferior than 8 was considered as a background. The study of the Y. lipolytica

1E07 association with the two bacteria: S. xylosus C2a and L. lactis LD61 need primarily 

experiment in order to maximally reduce the interspecies cross-hybridization. Indeed, the 

extraction of RNA from the ultrafiltration cheese in will be constituted of all the species

partners’. In order to investigate the percentage of non specific hybridization Cy5-labelled 

DNA of Y. lipolytica 1E07 was hybridized with the Cy3-labelled DNA of S. xylosus C2a or 

the Cy3-labelled DNA of L. lactis LD61. Results shown that only 1 % and 3.6 % of

respectively S. xylosus C2a and of L. lactis LD61 genes were cross hybridized with the Y. 

lipolytica 1E07 genome (Supplemental data). 

 
 144



Transcriptomic study of Y. lipolytica 1E07 in association in the model cheese. 

Samples for transcriptome analyses were taken after 48 h of culture in the 3 cultures

conditions. The goal of the experiment was to compare Y. lipolytica 1E07 gene expression

changes in ultrafiltration cheese in pure culture or in association with L. lactis LD61, or with

L. lactis LD61 and S. xylosus C2a. The transcription profiles of Y. lipolytica strain 1E07 were

determined at the second day of ripening by hybridizing on Y. lipolytica E150 microarray,

labelled cDNA from ultrafiltration cheese inoculated with 3 strains (Y. lipolytica 1E07, L.

lactis LD61 and S. xylosus C2a) and 2 strains (Y. lipolytica 1E07, L. lactis LD61) relative to

the cheese inoculated by only Y. lipolytica 1E07, used as the reference. The analyses were

performed twice by swapping the fluorescent Cy3 and Cy5 dyes using RNAs extracted from

two independent cheese experimentations. According to our statistical test, respectively 102

and 216 genes showed a significant variation in fluorescence intensity, between Y. lipolytica

1E07 pure culture and YL or YLS associations (Figure 4). Fifty four genes were expressed

similarly in the two associations compared with Y. lipolytica 1E07 pure culture (Figure 4).

These differentially expressed genes were classified by functional categories following the

classification of clusters of orthologous groups of proteins (COGs)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/) in order to search for correlations between expression

profiles of the three datasets. The main functional categories were genes that encode proteins

implicated in DNA and RNA metabolism and repair, in growth-associated functions

(maintenance, cell cycle) but also fatty acid, amino acids, lactate, ammonia/ammonium and

energy conversion metabolisms (Table 2 and 3). 

The RT quantitative PCR approach has been integrated to validate the results of primary

differential gene expression screening method (cDNA microarrays). Twelve candidates genes

with known sequence has been selected among the genes differentially expressed in mixed

compared to the pure culture (Tables 2 and 3). Moreover, eleven genes which were not

showed a significant variation in fluorescence intensity, according to our statistical test were

also selected.  
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Lactate, lactose and Proteins metabolism 

Lactate was produced in the presence of the lactic acid bacteria and S. xylosus from the

lactose consumption in the YL and YLS association (Figure 2). The production of lactate

induced the up-regulation of CYB2 and DLD1 genes. They respectively encode L-lactate

ferricytochrome c oxidoreductase (EC 1.1.2.3) and D-lactate ferricytochrome c

oxidoreductase (EC 1.1.2.4). These 2 enzymes are activated by the lactate production and

respectively oxidize L- and D-lactate to pyruvate (29-32). Therefore this result may indicate a

possible lactate consumption by the yeast in the YL and YLS associations. 

Moreover, in the YL and YLS associations, the XPR2 gene expression encoding an

extracellular alkaline protease, is down-regulated compared to Y. lipolytica pure culture. Y.

lipolytica is able to secrete different types of proteases depending on the pH of the

environment. At 48 h of culture (the time of RNA extraction), the pH was about 6.6 in the Y.

lipolytica 1E07 pure culture, and 5.1, 5.2 respectively in the YL and YLS associations. The

XPR2 gene is only induced at neutral pH (40). The higher expression of XPR2 in Y. lipolytica

pure culture may due to an absence of free substrate such as lactate which could be directly

consumed by the yeast.  

Possible hypoxia condition in presence of S. xylosus  

Gene’s expressions involved in the respiratory pathway varied considerably in the YLS

association compared to the YL culture condition and to pure culture condition (Tables 2 and

3). The genes which are important for mitochondrial oxidative phosphorylation like COX5A

and ATP1 were repressed in the YLS association. The COX5A encodes a subunit Va of

cytochrome c oxidase, which is the terminal member of the mitochondrial inner membrane

electron transport chain whereas ATP1 encodes the alpha subunit of mitochondrial ATP

synthase. These enzymes are good indicator of the mitochondrial respiratory functions which

appear to be kept turned down in the YLS association. The expression of COX5A and

COX5B is tightly regulated by oxygen. COX5A is switched off when the O2 concentration

drops below a threshold of a 0.5 µM O2. Being strictly aerobic yeast, its growth and

metabolite secretion are affected by the amount of oxygen available in the culture medium

(24).  

Several genes involved in sterol homeostasis (ERG8, PDR16, OYE3), redox regulation and/or

oxidative stress (SOD2, CTT1), detoxification lipid and fatty acid metabolism were

differentially expressed, in association with L. lactis and S. xylosus, and with only the lactic

acid bacteria; and may have a role in modifications in cell wall porosity, in modulation of

lipid levels in sub-cellular compartments as mitochondria.  
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In the YLS association the expression of the lipase LIP2, was 1.5-fold increased compared to

Y. lipolytica pure culture, whereas in the YL association the expression level remain steady.

One of the most important products secreted by this yeast is lipase. Lipase productivity is

affected by different environmental factors (13, 25) such as the amount of oxygen available

(4), which could be lower in the YLS association compared to YL culture condition. The

ERG8 encodes a phosphomevalonate kinase (EC 2.7.4.2), an enzyme of isoprene and

ergosterol biosynthesis that was up-regulated in the two associations compared to Y. lipolytica

1E07 pure culture, and the result was confirmed by the RT quantitative PCR. Ergosterol is an

essential component of yeast plasma membranes which affects membrane fluidity,

permeability, and the activity of membrane-bound enzymes (12, 14). In S. cerevisiae,

ergosterol is also a major component of secretory vesicles and has an important role in

mitochondrial respiration (14, 46) and has been predicted to play a role in oxygen sensing

(43). Moreover, the PDR16 gene encodes a phosphatidylinositol transfer protein, is up-

regulated in the complete association. This protein, which controls the levels of various lipids

may regulate lipid synthesis.  

Microarray statistical analyses could not show up differentially genes involved in the defense

pathway of the yeast. In order to highlight the possible stress condition of the yeast in the

different associations, three genes involved in the defense pathway were selected for the RT

quantitative PCR analysis. The expression level of CTT1 and SOD2 encodes respectively a

catalase and a superoxide dismutase, were up-regulated in the YL and YLS association. CTT1

and SOD2 are crucial antioxydant enzymes. SOD2 removes O2
- by converting it to H2O2,

which, in turn, it is disproportionate to water by catalase or glutathione peroxidase. Cytosolic

catalase, CTT1 is thought to play a general role, as CTT1 expression regulated by various

stresses, including oxidative stress, osmotic stress, and starvation (5, 17). Various stress

effects are known to lead to development of adaptive mechanisms in microorganisms, which

strengthens their resistance to unfavorable environmental factors. The formation of reactive

oxygen species (ROS) during cellular respiration is an unavoidable side effect of aerobic life

relying on oxygen as the final electron acceptor. The influence of stressors on cells is directly

or indirectly caused by formation of reactive oxygen species (ROS), whose effect results in

cell death. Analysis of the literature indicates that mitochondria, in particular, the respiratory

chain are one of the targets of ROS effect. ROS can directly inactivates electron transfer via

the respiratory chain, ATPase, and other protein (27). ROS including hydrogen peroxide

H2O2, superoxide radical O2
-, and hydroxyl ion OH- are toxic to microbial cells. The toxicity

of these species is determined by their ability to oxidize lipids , proteins and DNA (23).   
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Previous study showed that the activity of antioxydant enzymes in Y. lipolytica (catalase,

superoxide dismutase) increased in the process of adaptation to stress conditions (7). 

Moreover the production of lactate by L. lactis LD61 and S. xylosus C2a, may also have an

impact on the induction of the antioxydant pathway. In fact, the prooxidant effects of organics

acids have been demonstrated. The presence of lactate enhanced the production of hydroxy

radical (OH-) (1). Lactate interacts with the ferric ion (Fe3+) to form a stable complex complex

of Fe3+-lactate at a molar ratio 1:2. Then this complex reacts with H2O2 to enhance the OH-

generation via the Fenton reaction (2, 3).  

Amino acids metabolism modification 

In the complete association, genes involved in the amino acids metabolism were down-

regulated (DUR3, LYS5, BAT1, BNA1, NPR1), except the GDH2, BAT2 and GAP1 which

respectively encode a glutamate dehydrogenase, a branched chain aminotransferase and an

amino acids transporter. LYS5, NPR1, GAP1 and GDH2 expressions are under the nitrogen

catabolite repression (NCR). The NCR is active on good (preferential: ammonium) and

inactive on poor (non preferential: amino acids) nitrogen source.  

We suggest a possible competition between Y. lipolytica 1E07 and S. xylosus for oxygen. This

competition is accompanied by extensive changes in gene expression suggesting activation of

the metabolism, which enables the yeast colonies to escape the stress. Changes in the yeast

metabolism are observed in the YL culture compared to the YLS association, since genes

involved in the amino acids catabolism were not repressed in the YL association. The

ammonium transportation into the yeast cells was activated, with the up-regulation of MEP1.

In the YLS association the expression of MEP1 remains steady. This result shows a change in

the yeast metabolism which highly depends on the nitrogen source in the medium.  

 

CONCLUSION.  

To our knowledge, this is the first time that interactions of three microorganisms in

associations were studied, using a combination of transcriptomic methods in a model cheese

ecosystem. Our results showed that the ubiquitous yeast Y. lipolytica 1E07 has the ability to

adapt it metabolism to different conditions of nutriment and oxygen availability depending on

the microbial interaction. This study underlines the induction of an oxidative stress response

in yeast in the presence of S. xylosus, and a modification of mitochondrial function as well as

a repression of gene expression involved in the respiratory chain. Studying microbial

interaction in cheese ecosystem is essential since the performance of a microorganism is

largely determined by interactions at the level of substrates, the exchange of metabolites and   
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growth factors or inhibiting compounds. The increasing number of available full genome

sequences of cheese-related microorganisms opens up new avenues to study microbial

interaction. The improvement of RNA extraction in a higher fatty acid cheese matrix remains

a methodological challenge to study “in situ” microbial interaction. 
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FIG. 1. Kinetics of Y. lipolytica 1E07 in pure culture (A) or in association with L. lactis LD61 

(B), or with L. lactis LD61 and S. xylosus C2a (C) on a ultrafiltration cheese. pH 

measurements in the 3 cultures conditions were also represented. Y: Y. lipolytica 1E07; S: S. 

xylosus C2a; L: L. lactis LD61; YL: Y. lipolytica 1E07 + L. lactis LD61; YLS: Y. lipolytica 

1E07 + L. Lactis LD61 + S. xylosus C2a. 

 

153

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.E+05

1.E+06

1.E+07

1.E+08

1.E+09

1.E+10

1.E+11

0 10 20 30 40 50 60 70 80
5.00

5.50

6.00

6.50

7.00
Y
pH

1.E+05

1.E+06

1.E+07

1.E+08

1.E+09

1.E+10

1.E+11

0 10 20 30 40 50 60 70 80
5.00

5.50

6.00

6.50

7.00
Y
L
pH

1.E+05

1.E+06

1.E+07

1.E+08

1.E+09

1.E+10

1.E+11

0 10 20 30 40 50 60 70 80
5.00

5.50

6.00

6.50

7.00
Y
L
S
pH

C
el

l c
ou

nt
s,

 c
fu

g-
1

pH

Time, h

A

B

C

1.E+05

1.E+06

1.E+07

1.E+08

1.E+09

1.E+10

1.E+11

0 10 20 30 40 50 60 70 80
5.00

5.50

6.00

6.50

7.00
Y
pH

1.E+05

1.E+06

1.E+07

1.E+08

1.E+09

1.E+10

1.E+11

0 10 20 30 40 50 60 70 80
5.00

5.50

6.00

6.50

7.00
Y
L
pH

1.E+05

1.E+06

1.E+07

1.E+08

1.E+09

1.E+10

1.E+11

0 10 20 30 40 50 60 70 80
5.00

5.50

6.00

6.50

7.00
Y
L
S
pH

C
el

l c
ou

nt
s,

 c
fu

g-
1

pH

Time, h

A

B

C

 

 

 



FIG. 2. Lactose and lactate measured in the supernatant of the microorganism associations at 

48 h of culture in a model cheese. B: Blank; Y: Y. lipolytica 1E07; S: S. xylosus C2a; L: L. 

lactis LD61; YL: Y. lipolytica 1E07 + L. lactis LD61; YLS: Y. lipolytica 1E07 + L. Lactis 

LD61 + S. xylosus C2a. 
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FIG. 3. Amino acids measured in the supernatant of the microorganisms associations at 48 h 

of culture on ultrafiltration cheese. Y: Y. lipolytica 1E07; YL: Y. lipolytica 1E07 + L. lactis 

LD61; YLS: Y. lipolytica 1E07 + L. Lactis LD61 + S. xylosus C2a. 
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FIG. 4. Venn diagram showing intersections between sets of genes differentially expressed in 

mixed culture compared with pure culture of Y. lipolytica 1E07. 

A: Differentially expressed genes in Y. lipolytica 1E07 + L. lactis LD61 association compared 

to the pure culture (102 genes expression varied: 42 up regulated, 45 down regulated, 17 

unknown). B: Differentially expressed genes in Y. lipolytica 1E07 + L. lactis LD61 + S. 

xylosus C2a association compared to the pure culture (216 genes expression varied: 72 up 

regulated, 79 down regulated, 66 unknown). C: Similarly expressed genes in the 2 

associations compared with Y. lipolytica 1E07 pure culture (54 genes expression varied: 22 up 

regulated, 15 down regulated, 17 unknown). 
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TABLE 1: Primers used for the transcriptomic study of Y. lipolytica genes 

Primer Accession no.a Sequence (5'-3') Putative  functionb

GAP1-R CGACCACAGCAATGACTTTAATA
GAP1-F AACTACTGGAATGAAGCTAACG
BAT1-R GTTGGCTCCCAGCTTCTTGT
BAT1-F CTCTCGGCGTCGGAACC
BAT2-R TCCAACGGCCTTGGAGTTCT
BAT2-F CCTCAAGCTCTACTGCTCCGA
LIP2-R TATAATTAACGTCCAGGTAGCTTGC
LIP2-F GAATCTGTCTCAATGTCAACAACAA
XPR2-R CCCTCATTATCTTGGTGCAATAC
XPR2-F TGATGAACCGACTTTGAGAGAC
DLD1-R AAACGTATTCCTCACCGATAG
DLD1-F TGGCCCTTAAGAAGGAAGAT
CYB2-2-R TGCATCCACTGAGTCTGTTT
CYB2-2-F TACATCACCGCTACAGCTCTA
CTT1-R AATGGAGTACCGGAACTTT
CTT1-F AACCTGTCTGCCGAGAA
ERG8-R CCATACCTGGAGTCTCAGAT
ERG8-F TCCGTGAACATGGTCATTG
MEP1-R CAGAGCCTCCGTTGAATC
MEP1-F TGGAAATTGCATCTGGTATCG
PDR16-R CGTTTCTGAGGGCCAAG
PDR16-F CGCAGAAGAGACTGCTATC
SOD2-R CCACTGTTTCTCGGCAA
SOD2-F AACCAGGACGCTATTTCG
DUR3-R TGACCAGCCAGGTGATAA
DUR3-F TTCGCCATTGGACTCTACT
COX5A-R TCGTTTGGGAATGTTCAAAGT
COX5A-F TTTCTGCACGTCTCAGC
OAC1-R TTGTAGTAGGTCTGCGCT
OAC1-F TGATCTGAACAAAGAGAACCC
ATP1-R CGATACCATCACCAACGG
ATP1-F ATGTTTAAGAACGCTCTTCGTC
GHD2-R CTTGAGGAGCAAATCAATGACC
GDH2-F TCCATGTTCGACGAGAACTAC
PTR2-R GAGTTCGAATGTAGAACTTGGTGTT
PTR2-F AACCTGATTCTGTTTGTCACTTCTC
NPR1-R CGAAATCAATCAGCTTGAGAATAC
NPR1-F GCCATAGTCATGTCGGG
LYS5-R TCGCTGTGGTGACTGAT
LYS5-F AGAAGCGATGCGAAGAT
CEM1-R TAACCACACACTTCAGCG
CEM1-F GCTACCAAGTGGAACGAC
OLE1-R CAGAAATGTCAGTTCGGC
OLE1-F TTTGGAGGAGGAGCTGT
CIT1-R AGCAGAGAGGCGAAGTTA
CIT1-F TACTGGCAGTACACCTACG
Act21r GGCCAGCCATATCGAGTCGCA
Act20 TCCAGGCCGTCCTCTCCC

Stearoyl-CoA desaturase

YALI0E34749g Cytosolic catalase T

Citrate synthaseYALI0E02684g

Protein kinase 

Ammonium permease

Alpha subunit of the F1 sector of 
mitochondrial F1F0 ATP synthase

Branched-chain amino acid 
aminotransferase

YALI0B16522g Amino acid transporter

YALI0D01265g

YALI0F19910g

Branched-chain amino acid 
aminotransferase

Lipase

Phosphatidylinositol transfer protein

YALI0E06193g

YALI0F27357g

YALI0A08448g

YALI0F16896g

Protease

YALI0F26675g

YALI0E04048g

None

Plasma membrane transporter

Phosphomevalonate kinase

YALI0C16621g

YALI0E28622g

Phosphopantetheinyl transferase 

YALI0D19558g

YALI0E09306g

YALI0E03212g Lactate oxidoreductase

Superoxide dismutase

Subunit Va of cytochrome c oxidase

Mitochondrial inner membrane transporter

YALI0B00880g

YALI0F03179g

YALI0E21307g

YALI0D08272g*

Lactate dehydrogenase

Gene encoding Actin

YALI0F30679g Mitochondrial beta-keto-acyl synthase

YALI0C05951g

YALI0E09603g Glutamate dehydrogenase

OligoPeptide Permase

 

aAccession numbers of sequences were obtained from Génolevures 
(http://cbi.labri.fr/Genolevures/) 
bAnnotations are from the Saccharomyces Genome Database (SGD) 
(http://www.yeastgenome.org/) 
*Blanchin-Roland et al., 2005.  
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TABLE 2: Differentially expressed genes of Y. lipolytica 1E07 in association with L. lactis 

LD61 compared to Y. lipolytica 1E07 pure culture. RT qPCR analyses were done on selected 

genes. Functional categories were assigned based on MIPS annotation 

(http://mips.gsf.de/proj/yeast/CYGD/db/). 

Microarray RT qPCR Microarray RT qPCR

OAC1 nd 2.41 ± 0.36 ATP1 2.89E-02
ATP23 2.32E+01 COX5A nd 1.12 ± 0.22
OYE3 1.23E+01

RRD2 4.53E+03
CLB3 6.94E+02
MAD3 6.47E+01
SAT4 2.20E+01
MAD1 2.16E+01

CTT1 nd 2.92 ± 0.13
SOD2 nd 1.24 ± 0.11
CIT1 nd 0.004 ± 0.25

SEN2 3.62E+01 DEG1 2.57E-02
MRI1 4.29E-03
MTO1 2.70E-05

RPC40 8.56E+01 YPS3 3.55E-02
CPR2 1.80E+01 GAA1 3.90E-02

CYM1 9.67E-03

HMX1 1.52E-02

SEC23 5.67E+02 RET3 5.39E-03
SEC1 3.50E+01

BAT2 nd 1.20 ± 0.11 NPR1 nd 0.004 ± 0.35
GAP1 nd 3.47 ± 0.38 GDH2 nd 0.97 ± 0.4
LYS5 nd
BAT1 nd 3.61 ± 0.38

DUR3 1.44E+01 1.18 ± 0.27
MEP1 nd 1.77 ± 0.27

MEU1 1.30E-02

CYM1 6.13E+05 NMT1 1.55E-02
ERG8 6.64E+01 1.69 ± 0.06
OLE1 nd 1 ± 0.22
LIP2 nd 1.31 ± 0.16
PDR16 nd

CYB2 nd 5.91 ± 0.18
DLD1 nd 6.69 ± 0.17

PTR2 nd 1.27 ± 0.10 XPR2 nd 0.79 ± 0.14

YIM1 2.39E+06
General function

Transport and lipid metabolism

Transport and nucleotide metabolism

Transport and amino acids metabolism

Cellular trafic

Transport and inorganique ion metabolism

Transcription/ Traduction

Up-regulated gene Down-regulated gene

Lactate metabolism

Protein metabolism

Ammonia metabolism

Respiratory pathway

Cellular cycle control

Ribosomic proteins

Oxidative stress
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TABLE 3: Differentially expressed genes of Y. lipolytica 1E07 in association with L. lactis 

LD61 and S. xylosus C2a compared to Y. lipolytica 1E07 pure culture. RT qPCR analyses 

were done on selected genes. Functional categories were assigned based on MIPS annotation 

(http://mips.gsf.de/proj/yeast/CYGD/db/). 

Microarray RT qPCR Microarray RT qPCR

OAC1 5.78E+03 1.66 ± 0.47 CUP5 6.14E-02
MSC7 1.77E+02 ATP1 4.95E-02
CRP2 9.87E+01 COX5A 3.92E-02 0.95 ± 0.47
CTP1 9.84E+01 YlCPR1 1.39E-02
OYE3 4.06E+01

MAD3 2.55E+02
CLB3 1.09E+03
RRD2 2.26E+04

CTT1 nd 1.223 ± 0.23
SOD2 nd 1.610 ± 0.2
CIT1 nd nd

SEN2 1.90E+02 FRS2 1.89E-02
RSM18 1.79E-02
DEG1 2.76E-03
MTO1 7.80E-06

PRP24 2.74E+02 SKI2 4.83E-02
CFT1 5.46E+01

PTC2 3.78E+02 RPC34 2.70E-02
CYR1 1.55E+02 POL3 7.26E-02
MED6 5.85E+01 RAD16 1.42E-02
SMB1 4.33E+01 RAD3 5.49E-04
CBF1 8.44E+00 YPS3 4.26E-02
UBC6 4.88E+01 UBC8 2.45E-02
YKE2 3.17E+01 VHS1 4.40E-02
PNG1 2.03E+01 BRE5 4.89E-05
VPS64 6.75E+01 SSL2 4.06E-04

GOT1 2.77E+02
CCH1 8.27E+01
MEP1 2.33E+01 `

NMD5 2.30E+03 SRP14 7.16E-02
NUP116 5.49E+02 SEC12 5.53E-02
SEC23 2.43E+02 RET3 5.17E-03
SRP102 1.18E+02
VPS21 2.81E+01

BAT2 nd 1.48 ± 0.21 LYS5 2.21E-02
GAP1 nd 2.31 ± 0.20 BAT1 1.07E-02 1.77 ± 0.52
GDH2 nd 1.63 ± 0.04 BNA1 6.14E-03

NPR1 5.86E-06 1 ± 0.17

MEP1 nd 2.03 ± 0.11 DUR3 2.63E-02 1.31 ± 0.27

DCD1 3.52E+01 SAL1 3.51E-03
URA6 3.08E-03

CEM1 8.71E+03 1 ± 0.1 PDR16 5.83E-02
ERG8 1.52E+03 NMT1 3.87E-02
MUQ1 2.04E+01 ALK5 7.64E-04
OLE1 nd 1 ± 0.22
LIP2 nd 1.50 ± 0.25

CYB2 nd 4.76 ± 0.01
DLD1 nd 6.80 ± 0.21

PTR2 nd 1.14 ± 0.08 XPR2 nd 0.69 ± 0.12

SWR1 3.04E+03 PAG1 2.55E-02
YAR1 4.38E+01 CYM1 7.81E-03
NHP10 1.86E+01 DOM34 3.77E-03

Lactate metabolism

Ribosomic proteins

Protein metabolism

Transport and lipid metabolism

Transport and amino acids metabolism

Transport and nucleotide metabolism

Cellular trafic

Transport and inorganique ion metabolism

Transcription/ Traduction

RNA modification

Respiratory pathway

General function

Oxidative stress

Cellular cycle control

Down-regulated geneUp-regulated gene

Ammonia metabolism
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SUPPLEMENTAL DATA. 

S1: Kinetics and pH measurements of S. xylosus C2a (A), L. lactis LD61 (B) pure cultures; Y. 

lipolytica 1E07 and S. xylosus C2a in association (C) on ultrafiltration cheese. L : L. lactis 

LD61 S : S. xylosus C2a; Y: Y. lipolytica 1E07; YS: Y. lipolytica 1E07 + S. xylosus C2a. 
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S2 A: Hybridization of Y. lipolytica 1E07 and L. lactis LD61 DNA respectively labelled with 

Cy5 and Cy3. Ninety-eight percent of Y. lipolytica 1E07 DNA hybridized on Y. lipolytica 

E150 microarray, why only 4 % of L. lactis LD61 DNA hybridized on the microarray. 

 

Y. lipolytica 1E07 L. lactis LD 61

303 spots / 2.3 % 12554 spots / 96.4 % 
3.6 % of cross-hybridation

S 2

A Y. lipolytica 1E07 L. lactis LD 61

303 spots / 2.3 % 12554 spots / 96.4 % 
3.6 % of cross-hybridation

S 2

A
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S2 B: Hybridization of Y. lipolytica 1E07 and S. xylosus C2a DNA respectively labelled with 

Cy5 and Cy3. Ninety-eight percent of Y. lipolytica 1E07 DNA hybridized on Y. lipolytica 

E150 microarray, why only 1 % of S. xylosus C2a DNA hybridized on the microarray. 

 

S. xylosus C2aY. lipolytica 1E07

305 spots / 2.3 % 12920 spots / 99 % 
1 % of cross-hybridation

S 2

B
S. xylosus C2aY. lipolytica 1E07

305 spots / 2.3 % 12920 spots / 99 % 
1 % of cross-hybridation

S 2

B
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II. 3. 3. Bilan de l’étude de Yarrowia lipolytica en co-culture 

 
Afin de comprendre le métabolisme adaptatif de la levure Y. lipolytica  en présence d’autres 

micro-organismes, un écosystème réduit composé de la levure Y. lipolytica 1E07, de S. 

xylosus et de L. lactis a été choisi. Cette étude s’est déroulée dans le cadre du projet ANR 

Génoferment dont le but était d’étudier le métabolisme de ces 3 micro-organismes en 

association grâce notamment à l’étude transcriptomique. Ce projet a été réalisé en 

collaboration avec différents partenaires détenant les génomes séquencés de L. lactis et de S. 

xylosus : i) l’UMR 5504, UMR 792 Ingénierie des Systèmes Biologiques et des Procédés, 

CNRS, INRA, INSA, 31400, de Toulouse, d’où l’utilisation de la souche L. lactis LD61 et ii) 

l’INRA, centre de Clermont-Ferrand Theix, unité microbiologique, qualité et sécurité des 

aliments, F-63122, Saint-Genès Champenelle d’où l’utilisation de la souche S. xylosus C2a. 

L’objectif premier du projet étant de comparer le profil d’expression des gènes de chaque 

micro-organisme d’intérêt en mono-culture et en co-culture par puce à ADN, il a été 

indispensable de retenir un milieu de culture identique par chaque partenaire. Dans un premier 

temps le milieu liquide chimiquement défini a été sélectionné (Fiche technique n°2), en 

utilisant le glucose comme source principale de carbone. L’utilisation de ce milieu a permis 

de s’affranchir des complications dues à l’extraction d’ARN à partir de fromage. Dans un 

second temps, un milieu modèle fromager, le rétentat, a été utilisé (Fiche technique n°9). 

Concernant l’étude de l’expression des gènes de Y. lipolytica en co-culture, les problèmes de 

mise au point de marquage de l’ARN ainsi que son hybridation sur les puces à ADN a 

constitué un réel frein à l’utilisation de l’approche globale. En effet,  l’ARN extrait de la co-

culture (Fiche technique n°6) contient dans des proportions différentes les ARN de chaque 

micro-organisme. L’ARN des procaryotes étant plus facilement extrait que celui des 

eucaryotes, on a supposé que les ARN des 2 bactéries ont été plus abondants. Les premiers 

résultats de marquage des ARN à l’aide du kit CyScribeTM First strand cDNA Labelling 

(Amersham Biosciences), où des amorces aléatoires ont été utilisées, a montré un très faible 

rendement de marquages. De plus, la qualité des puces à ADN n’ayant toujours pas été  réglé, 

l’approche ciblé par RT-PCR quantitative a été retenue. Au vu des résultats biochimiques et 

microbiologiques, il nous a semblé judicieux de sélectionner des gènes impliqués dans le 

métabolisme du glucose, du lactate et des acides aminés pour les trois micro-organismes. 

Toutes les amorces sélectionnées ont été validées comme étant spécifiques de chaque micro-
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organisme. Cette étude a permis de mettre en évidence un changement métabolique de la 

levure en fonction de l’association et des substrats disponibles.  

Dans le but de se rapprocher au mieux de l’écosystème fromager, l’étude de Y. lipolytica en 

association a été réalisée sur la matrice rétentat. De leur côté, les deux autres partenaires 

devaient réaliser les études du transcriptome du côté de L. lactis et de S. xylosus mais cela n’a 

pas été possible pour des raisons techniques. En ce qui nous concerne, l’utilisation de la puce 

à ADN de la levure a été cette fois, le problème du « spotting » au niveau de la puce ayant été 

réglé par le fournisseur Eurogentec. De plus, le protocole d’extraction d’ARN à partir de la 

matrice rétentat avait été mis au point dans le cadre du projet ANR Génofement (Monnet et 

coll., 2008), ce qui a rendu notre étude possible. L’optimisation du protocole de marquage de 

l’ARN a, en revanche, été indispensable en i) doublant la quantité de fluorochromes 

initialement décrite dans le kit de marquage CyScribeTM First strand cDNA Labelling 

(Amersham Biosciences) et en ii) utilisant des amorces aléatoires couplées à des Oligo-dT.  

Des vérifications au niveau de la puce ont également été nécessaires. D’une part, il a été 

essentiel de vérifier la spécificité de la puce à ADN de la levure séquencée Y. lipolytica E150 

vis à vis de la souche d’intérêt Y. lipolytica 1E07. Ce contrôle effectué à l’aide d’ADN 

génomique des 2 génomes, a mis en évidence une spécificité de 99 % de la puce à ADN au 

pour Y. lipolytica 1E07. D’autre part, le but étant d’étudier l’expression des gènes de la levure 

en association, le protocole d’hybridation de l’ARN (contenant l’ensemble des ARN des 

différentes espèces) a été mis au point de sorte à minimiser les cross-hybridations des 

génomes des 2 bactéries sur la puce à ADN de la levure. Dans ce but, les résultats obtenus à 

l’aide de la station d’hydridation automatique Ventana Discovery™ System et celle à l’aide 

du four Agilent (AgilentTechnology®) ont été comparés. Le tampon ainsi que la température 

d’hybridation varie considérablement selon le type d’hybridation. Il s’est avéré que 

l’utilisation du protocole d’hybridation Agilent (Fiche technique n°11) à une température de 

60°C a permis de réduire jusqu’à 40 fois le pourcentage de cross-hybridation inter-espèces. 

Les résultats par puce à ADN, qui sont encore à ce jour en cours d’analyse, ont été réalisé en 

collaboration avec AgroparisTech-INRA UMR 518. Ces résultats ont mis en évidence un 

changement métabolique important de la levure en fonction de l’association, malgré une 

croissance stable en co-culture.  
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 

Les études de la diversité et de la dynamique des flores d’affinage ont permis de mettre 

l’accent sur la complexité des écosystèmes fromagers. Les phénomènes qui régissent 

l’affinage sont multiples tels que les paramètres physico-chimiques et microbiologiques. 

L’adaptation des micro-organismes à leur environnement dépend à la fois de leurs aptitudes à 

faire face aux paramètres physico-chimiques propres au fromage et à dégrader les substrats 

présents dans le milieu, tout en étant en interaction (positive ou négative) avec les différentes 

espèces. La maîtrise de la dynamique des populations reste un enjeu majeur dans le but de 

maîtriser les étapes de fabrication du fromage. De plus, cette maîtrise permettrait, une fois la 

flore sélectionnée, de raccourcir le temps d’affinage de manière significative, tout en 

conservant, voire en améliorant les qualités organoleptiques et sanitaires du fromage. De 

nombreux travaux ont montré l’incapacité d’adaptation de la flore inoculée, qui se retrouve en 

compétition avec la flore indigène de l’environnement fromager. De plus, peu de travaux se 

sont focalisés sur la fonctionnalité des micro-organismes, ceci étant dû à la complexité d’une 

telle approche multidisciplinaire intégrant à la fois la microbiologie, la biochimie et la 

biologie moléculaire. Le manque d’outils moléculaires, fait que de nombreux aspects 

concernant la physiologie propre à chaque micro-organisme restent à élucider. Quelques 

travaux récents ont permis l’étude fonctionnelle des micro-organismes en association (Cholet 

et coll., 2007 ; Maligoy et coll., 2008). L’objectif de ce travail était de mieux comprendre la 

capacité d’adaptation métabolique de levure ubiquitaire du fromage, Yarrowia lipolytica, et 

deux bactéries Lactococcus lactis et Staphylococcus xylosus. Ces 3 espèces ont leurs génomes 

séquencés ce qui a d’envisager une étude transcriptomique. 

Dans un premier temps, nous avons choisi d’étudier le métabolisme de la levure en 

mono-culture en se focalisant sur des voies métaboliques clés de l’affinage, le catabolisme du 

lactate et des acides aminés. Les résultats microbiologiques, biochimiques et 

transcriptomiques ont mis en évidence une réelle préférence de Y. lipolytica pour les acides 

aminés (induction préférentielle des aminotransférases). En effet, le lactate n’est consommé 

qu’après l’utilisation de la totalité des acides aminés. Une corrélation entre la consommation 

d’acides aminés et la production/accumulation d’ammoniac par la levure a été mise en 

évidence. Cette production d’ammoniac correspond à une alcalinisation du milieu par la 

levure, le lactate étant peu consommé à forte concentration en acides aminés. La remontée du 

pH étant une étape essentielle dans la fabrication du fromage pour l’implantation de la flore 
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d’affinage acido-sensible, la capacité de production d’ammoniac par les micro-organismes 

pourrait être un nouveau paramètre à prendre en compte pour le choix des flores inoculées. De 

plus, le rôle de l’ammoniac comme molécule signal, connu sous le nom de « quorum 

sensing » chez les bactéries, a récemment été montré. L’ammoniac agirait sur la croissance et 

le développement des colonies de levures et on pourrait transporter ce concept au 

développement des levures sur substrat fromager (Gori et coll., 2007 ; Palkova et Vachova, 

2006). L’arrêt de la croissance de la flore d’affinage en présence de Y. lipolytica pourrait être 

dû à la production d’ammoniac par la levure. 

Dans le but de confirmer l’hypothèse d’une préférence de la levure pour les acides 

aminés, une étude protéomique a été menée, en comparant l’abondance des protéines de la 

levure dans un milieu dépourvu d’acides aminés (AA-) par rapport à un milieu riche (AA+). 

Les résultats ont montré une abondance des protéines impliquées dans le stress oxydatif dans 

le milieu AA-, tandis que dans la condition AA+, les protéines impliquées dans le métabolisme 

carboné et azoté sont plus abondantes. La combinaison des techniques moléculaires, 

microbiologiques, biochimiques et protéomiques a permis de confirmer que la levure a une 

réelle préférence pour les acides aminés, l’absence de ces derniers pouvant provoquer un état 

de stress oxydant chez Y. lipolytica.  

Y. lipolytica s’avère être une levure atypique par sa préférence pour les acides aminés, en 

comparaison avec d’autres levures d’affinage tels que Debaryomyces hansenii et 

Kluyveromyces lactis qui consomment respectivement le lactose et le lactate de manière 

préférentielle (Cholet et coll., 2007). 

Dans un second temps, l’étude de la levure en interaction avec les 2 bactéries a été 

réalisée. Dans le but de s’affranchir des complications de l’extraction d’ARN dans une 

matrice solide fromagère contenant de la matière grasse, une première étape a consisté à 

comprendre les phénomènes d’interactions dans le milieu MCD. Une approche ciblée sur des 

gènes impliqués dans des voies de dégradation du lactate, du pyruvate, des acides aminés a 

été réalisée par RT-PCR quantitative. Les résultats soulignent une possible compétition entre 

Y. lipolytica et S. xylosus pour les acides aminés. En effet, les gènes impliqués dans le 

catabolisme des acides aminés sont réprimés chez la levure en présence du staphylocoque. La 

production du lactate par les deux bactéries provoque l’induction de la lactate déshydrogénase 

chez la levure. De plus, la possible compétition pour les acides aminés ainsi que 

l’acidification du milieu sont à l’origine d’un arrêt total de la croissance du staphylocoque en 

association avec la levure et la bactérie lactique. Ajoutons à cela que la croissance de Y. 

lipolytica est ralentie en présence du staphylocoque. Les fabricants de fromage considèrent la 
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levure Y. lipolytica comme une flore d’altération. En effet, il s’avère qu’une fois inoculé, sa 

présence empêcherait la croissance d’autres micro-organismes d’affinage (Eric Spinnler, 

communication personnelle). Dans le but de canaliser sa croissance, il semblerait intéressant 

de la mettre en association avec des micro-organismes d’affinage qui ralentirait sa croissance. 

L’étude en culture mixte a permis de mettre en évidence des phénomènes d’interactions entre 

micro-organismes en termes de croissance, voire de complémentarité métabolique. 

Dans le but de reproduire au mieux les conditions fromagères, l’étude de l’association a 

été réalisée dans un milieu modèle fromager, le rétentat. A notre connaissance c’est la 

première fois qu’une étude transcriptomique se fait dans une matrice fromagère en présence 

de 3 micro-organismes. Afin d’obtenir une information complète de l’effet des interactions 

sur l’expression des gènes de Y. lipolytica, une approche globale par puce à ADN à été 

retenue. Cette approche a nécessité la mise au point d’un protocole permettant une 

hybridation optimale et spécifique (absence de cross-hybridation avec les 2 bactéries) de Y. 

lipolytica aux oligonucléotides de la puce. Cette étude a mis en évidence un état de stress 

oxydatif chez la levure en présence de S. xylosus, ainsi qu’une modification du 

fonctionnement mitochondriale et de l’expression des gènes de la chaîne respiratoire. 

Le fromage, malgré sa compléxité reste un modèle d’étude intéressant, sachant que plus 

de 90 % des micro-organismes de la flore fromagère sont cultivables (Abriouel et coll., 2008 ; 

Delbes et Montel, 2005 ; Dolci et coll., 2009 ; Ercolini et coll., 2003 ; Feurer et coll., 2004a ; 

Mounier et coll., 2005 ; Mounier et coll., 2009). De plus, la mise au point d’un protocole 

fiable d’extraction d’ARN à partir de la matrice fromagère (Monnet et coll., 2008) ainsi que le 

séquençage massif des génomes des espèces à propriétés technologiques importantes, 

permettrait une étude « in vivo » des interactions au sein même de la matrice fromagère. La 

connaissance des mécanismes d’interactions s’avère très intéressante pour la compréhension 

du pouvoir d’adaptation des micro-organismes dans le fromage. Ceci permettrait une maîtrise 

des qualités organoleptiques et microbiologique du fromage. L’intérêt technologique de la 

levure Y. lipolytica porte sur sa forte activité protéolytique et lipolytique qui est à l’origine de 

la production de nombreux précurseurs d’arômes dans le fromage (Suzzi et coll., 2001). La 

souche de Y. lipolytica 1E07 est connue pour sa capacité dans les fromages à pâte molle 

(Françoise Irlinger, communication personnelle). La régulation de sa croissance (ex : en la 

mettant en compétition avec d’autres micro-organismes) au sein de l’écosystème fromager 

pourrait faire l’objet de nouvelles voies d’exploration. L’intérêt de cette levure porte aussi sur 

son potentiel à produire de l’ammoniac, qui s’avère être une molécule importante dans la 
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désacidification du caillé, et jouerait un rôle de signalisation entre les levures (Gori et coll., 

2007 ; Palkova et coll., 1997 ; Palkova et Vachova, 2003).  
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FICHES TECHNIQUES 

Fiche technique n˚1 : Milieux gélosés utilisés 
Toutes les quantités sont données pour la préparation d’un litre de milieu. 

Composition du milieu gélosé BHI (Brain Heart Agar) pour la croissance de S. xylosus 

C2a 

Ce milieu, d’un pH final de 7,4 ± 0,2, est autoclavé 15 minutes à 120°C.  

Après refroidissement, ajouter 50 mg/l d’amphotéricine B (Sigma-Aldrich) afin d’empêcher 

le développement des levures. 

 

Composition (Biokar Dignostics BK 029) Quantité (g) 
Extrait cœur-cervelle 17,5 
Peptone pancréatique de gélatine 10,0 
Chlorure de sodium 5,0 
Phosphate disodique 2,5 
Glucose 2,0 
Agar-agar bactériologique 15,0 

Composition du milieu gélosé YEGC (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol) pour 

la croissance de Y. lipolytica 1E07 

Ce milieu, d’un pH final de 6,6 ± 0,2, est autoclavé 15 minutes à 120 °C. Le chloramphénicol 

inhibe la flore bactérienne. 

Composition (Biokar Dignostics BK 0079) Quantité (g) 
Extrait autolytique de levure 5,0 
Glucose 20,0 
Chloramphénicol 0,1 

Agar-agar bactériologique 15,0 
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Composition du milieu gélosée M17 pour la croissance de L. lactis LD61 

Ce milieu a un pH final de 7,1± 0,2. Il est autoclavé 15 min à 120 °C. 

Après refroidissement, ajouter 50 mg/l d’amphotéricine B (Sigma-Aldrich) afin d’empêcher 

le développement des levures. 

 

Composition (Biokar Dignostics BK 012HA) Quantité (g) 
Tryptone 2,5 

Peptone pepsique de viande 2,5 

Peptone papainique de soja 5 

Extrait autolytique de levure 2,5 

Extrait de viande 5 

Lactose 5 

Glycérophosphate de sodium 19 

Sulfate de magnésium 0,25 

Acide ascorbique 0,5 
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Fiche technique n˚2 : Milieu Chimiquement défini (MCD) 
 

Objectif 

Utilisation d’un milieu chimiquement défini permet la maîtrise totale de la composition du 

milieu, ainsi que la concentration des différents composés. 

Méthode 

Toutes les solutions sont préparées avec de l’eau osmosée et les quantités sont données pour 

la préparation d’un litre de milieu. Il est constitué de 8 solutions et a un pH final 6,5 ±0.3. 

Composition du milieu 

Solution 1 : sucre et sels 1  
Préparation de cette solution à 10X 

Composé Concentration 1X (g/l) Référence 
lactose* 20 Prolabo 24379.294 
Lactate de sodium 60 %* 18 Prolabo 27925.922 
Acétate de sodium 1 Sigma S 2889 
Citrate d’ammonium 0,6 Aldrich 247561 
KH2PO4 9 VWR 104873 
K2HPO4 7,5 VWR 105104 
*La source de carbone et sa concentration peut varier selon la condition de culture 

Solution 2 : sels 2 

Préparer cette solution à 50 X. 

Composé Concentration 1X (g/l) Référence 
MgCl2, 6H2O 0,2 Sigma M 0250 
FeCl2, 4 H2O 0,011 Merck 1038610250 
CaCl2, 2H2O 0,050 Prolabo 22317.231 
ZnCl2, 0,005 Merck 1088160250 
CoCl2, 6H2O 0,0025 Sigma C8661 
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Solution 3 : acides aminés 
Préparer cette solution à 20X 

Composé Concentration 1X (g/l) Référence 
L-Alanine 0,24 Sigma A5824 
L-Arginine 0,12 Sigma A8094 
L-Asparagine 0,34 Sigma A4284 
L-Glutamine 0,51 Fluka 49420 
L-Glycine 0,17 Merk 4201 
L-Histidine 0,11 Sigma H8125 
L-Isoleucine 0,20 Aldrich cat15-171-8 
Leucine 0,47 Aldrich cat 60-2 
L-Lysine 0,35 Sigma L5626 
L-Méthionine 0,12 Sigma M9625 
Proline 0,68 Sigma P0380 
L-Sérine 0,34 Sigma S4500 
Thréonine 0,23 Sigma T8625 
Tryptophane 0,05 Sigma T0254 
Valine 0,33 Sigma V0500 
Glutamate 0,68 G1251 
 

Solution 4 : Phénylalanine 
Préparer cette solution à 20X. Ajouter quelques gouttes d’HCl 37% pour dissoudre 

Composé Concentration 1X (g/l) Référence 
Phénylalanine 0,28 Fluka 78019 
 

Solution 5 : Tyrosine 
Préparer cette solution à 20X. Ajouter quelques gouttes de KOH 10N pour dissoudre 

Composé Concentration 1X (g/l) Référence 
Tyrosine 0,29 Sigma T3754 
 

Solution 6 : Bases 
Préparer cette solution à 50X. Ajouter quelques gouttes de KOH 10N pour dissoudre 

Composé Concentration 1X (g/l) Référence 
Adénine 0,010 Sigma A8626 
Guanine 0,010 Sigma G6779 
Uracile 0,010 Sigma V0750 
Xanthine 0,010 Sigma X0626 
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Solution 7 : Vitamines 
Préparer cette solution à 20X 

Composé Concentration 1X (g/l) Référence 
Acide P-aminobenzoïque 0,010 Sigma A9878 
Biotine 0,010 Sigma B4501 
Cyano-cobalamine 0,001 Sigma V2876 
Acide folique 0,001 Interchim 47620 
Inosine 0,005 Sigma I4125 
Acide nicotinique 0,001 Sigma N4126 
Acide orotique 0,005 Sigma O2750 
Pantothénate de calcium 0,001 Labosi 
Pyridoxamine 0,005 Sigma P9380 
Pyridoxine 0,002 Sigma P9755 
Riboflavine 0,001 Sigma R4500 
Thiamine 0,001 Sigma T4625 
Acide D,L 6-8 thioctique 0,0025 Sigma T5625 
Thymidine 0,005 Sigma T9250 
 

Solution 8: Cystéine 
Préparer cette solution à 20X 

Composé Concentration 1X (g/l) Référence 
Cystéine 0,17 Fluka 30090 
 

Préparation du milieu 

Les solutions sont stérilisées par filtration membranaire de 0,22 µm (TPP, vacuum filtration-

system) et mélangées dans l’ordre indiqué. De l’eau osmosée est ajoutée afin de compléter le 

volume final souhaité. 

Solution Concentration finale Volume (mL) 
Solution 1(10X) 1X 100 
Solution 2 (50X) 1X 20 
Solution 3 (20X) 1X 50 
Solution 4 (20X) 1X 50 
Solution 5 (20X) 1X 50 
Solution 6 (50X) 1X 20 
Solution 7 (20X) 1X 50 
Solution 8 (20X) 1X 50 
Eau osmosée  610 
Volume final  1000 mL 
 

 171



Fiche technique n˚3 : Suivi de la croissance microbienne 
 

Principe  

La croissance des micro-organismes (levures et bactéries de surface) est estimée par 

dénombrement des cellules viables sur milieux gélosés. 

Méthode 

Traitement des échantillons 

Pour les cultures en milieu chimiquement défini (MCD), un volume de 1 ml est prélevé 

stérilement de l’Erlenmeyer et dilué au 1/10 dans de l’eau physiologique stérile (9 ‰ de 

NaCl). Des dilutions décimales de cette suspension sont ensuite effectuées dans de l’eau 

physiologique. La plage de dilution varie de 10-1 à 10-6 en fonction de l’avancement de la 

croissance des micro-organismes dénombrés. 

Dénombrement des cellules viables  

Pour un échantillon et une dilution donnée, trois boîtes de Petri sont ensemencées en surface 

avec 100 µl de suspension. L’ensemencement se fait sur des boîtes de 140 mm de diamètre à 

l’aide de bille de verre stérile. Les milieux de culture utilisés sont YEGC pour les levures et 

BHI pour les bactéries (Fiche technique n˚1). L’incubation des boîtes se fait à 25 °C pendant 

2 à 3 jours selon les micro-organismes. Cette méthode permet de dénombrer le nombre 

d’unités formant colonies (UFC) sur la totalité de la boîte. Le nombre d’UFC doit être 

compris entre 30 et 300 UFC par boîte pour chaque micro-organisme. De plus, 

l’ensemencement en surface permet de distinguer les colonies en fonction de leur taille, de 

leur pigmentation, de leur aspect, et de constater immédiatement l’existence d’une éventuelle 

contamination. La concentration en cellules viables est donnée par la relation : 

 

∑   Cx x 10 –d x F  X 

CV= 1 

Avec : 

[CV] : Concentratio

d : Dilution par rapp

Cx : Nombre de col

V : Volume de solut

F : Facteur de diluti

 

V

 

n en cellules viables en ufc/ml, 

ort à la suspension de départ, 

onies comptées pour la boite x, 

ion ensemencée (ml), 

on du prélèvement initial (=10). 
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Fiche technique n˚4 : Dosage par HPLC 
 

Principe 

La chromatographie en liquide sous haute pression a été utilisée pour doser divers composés 

provenant de milieux de culture. Le principe de la méthode de dosage est basé sur le partage 

des composés entre la phase mobile dans laquelle ils sont élués, et la phase stationnaire qui est 

une colonne dotée d’une capacité de rétention plus au moins importante. Les composés sont 

élués à une vitesse différente selon leur affinité ce qui permet de les séparer. Les composés 

sont séparés puis caractérisés par leur temps de rétention. 

Méthode 

Traitement des échantillons issus des cultures en milieu liquide synthétique 

Lors du prélèvement, les échantillons sont filtrés à l’aide d’une seringue équipée à son 

extrémité d’un filtre en polyethersulfone (PES) d’une porosité de 0,22 µm (ministart®, 

Sartorius, France). Cette opération permet d’éliminer les particules insolubles susceptibles de 

gêner l’analyse. Pour le dosage des substrats carbonés, 0,5 mL de filtrat est réparti dans des 

vials de 1 mL et additionné de 0,5 mL d’étalon interne (acide propionique à 1 %). 

Traitement des échantillons issus du rétentat 

La préparation des échantillons, à partir d’une suspension fromagère, se fait par la 

précipitation au TCA. Cette technique permet d’obtenir des échantillons reproductibles et 

limpides. La suspension fromagère est préparée avec 10 grammes de fromage finement broyé, 

puis mis en contact avec 20 mL d’eau et laissée à 50 °C pendant une heure. L’ensemble est 

ensuite homogénéisé à l’aide d’un homogénéisateur Ultra-Turrax (25000 tr/min pendant 2 

min). Ce protocole permet la migration des substrats carbonés des grains de caillés vers la 

solution aqueuse. 

La suspension fromagère au ½ est alors mise en présence de 10 mL d’acide trichloracétique 

(TCA) à 24 %, puis vigoureusement agitée. La solution est laissée au repos une heure avant 

d’être filtrée sur papier Whatman 42. 

Pour le dosage des substrats carbonés, 0,5 mL de filtrat (TCA) à nouveau filtré sur un filtre 

minisart® de 0,22 µm (Sartorius, France) est réparti dans des vials de 1 mL et additionné de 

0,5 mL d’étalon interne (acide propionique à 1 %). 

Analyse du lactose et du lactate 

Un appareil HPLC Waters TCM (Millipore, France) équipé d’une pompe LC-6A (Shimadzu, 

Japon), d’un injecteur automatique (Waters), d’un intégrateur CR-3A (Shimadzu) et d’une 
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colonne, échangeuse de cations, Aminex HPX 87H (Biorad Hercules, CA 94547, USA) est 

utilisé. La solution éluée est analysée par un détecteur à longueur d’onde variable Waters 490 

(programmable multiwave detector) et un réfractomètre différentiel RID-6A (Shimadzu), tous 

deux connectés en série. Un volume de 20 µl est injecté par un injecteur automatique 

d’échantillons (717 plus Waters).Les analyses sont réalisées à 35 °C, avec une vitesse 

d’écoulement de 0,6 mL/min. La colonne de 7,8 mm de diamètre et de 300 mm de longueur 

est couplée à une pré-colonne Aminex HPX-87H de 50 mm (Biorad). Cette colonne permet 

de séparer les acides organiques, les sucres et les alcools. La détection des sucres est réalisée 

grâce à un réfractomètre différentiel Waters 410. L’identification des acides organiques se fait 

à l’aide du détecteur UV Waters 486, dont la longeur d’onde est ajustée à 210 nm. 
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Fiche technique n˚5 : Analyse des composés volatils par GC/MS 
 

Principe 

L’analyse des composés volatils repose essentiellement sur 3 étapes : la micro-extraction en 

phase solide (SPME), la séparation par chromatographie en phase gazeuse (GC) et 

l’identification des molécules par spectrométrie de masse (MS). 

Dispositif instrumental 

Le dispositif analytique utilisé est composé d’un passeur/injecteur permettant d’effectuer la 

micro-extraction en phase solide de manière automatisée(Combi Pal ; CTC Analytics), d’un 

chromatographe en phase gazeuse (Varian CP3800), lui-meme couplé à un détecteur de masse 

(Varian MS1200). L’unité de SPME est constituée d’une fibre de silice enrobée de 

polydiméthylsiloxane (PDMS, 1cm de longeur, 100 µm d’épaisseur ; Supelco). La colonne du 

chromatographe est équipé d’un capillaire de silice dont la surface interne est tapissée de 

phénylméhylsiloxane (HP-%MS, 30 m de longeur, 0,25 mm de diamètre, 0,25 µm d’épaisseur 

de film). 

Méthode 

Traitement des échantillons 

Cette analyse a été conduite sur des échantillons issus de cultures en milieu chimiquement 

défini. Les échantillons stockés à -80 ˚C après prélèvement, sont rapidement décongelés à 4 

˚C. Après agitation, un volume de 5 ml est prélevé et introduit dans un vial de 10 ml. Les 

échantillons sont ensuite placés dans un bloc chauffant thermostaté dont la température est 

fixée à 4 ˚C (durant le temps nécessaire pour atteindre l’équilibre). 

Extraction des composés volatils 

La première étape de l’extraction consiste en un équilibre de partage entre la phase solide( la 

fibre) et la phase liquide (l’échantillon). Les échantillons sont ensuite soumis à un 

préchauffage de 2 min à 40 ˚C, sous agitation magnétique (250 rpm), afin d’améliorer la 

répétabilité et l’efficacité de l’extraction. La fibre est ensuite déployée dans l’espace tete ou 

« headspace » du vial. L’ensemble est maintenu à une température constante de 40 ˚C pendant 

les 40 min d’extraction, et sous agitation magnétique (250 rpm). Une fois les composés 

extraits, la fibre est directement introduite dans le dispositif d’injection split/splitless (Varian 

1777) du chromatographe. La deuxième étape de l’extraction consiste alors à désorber 

thermiquement les composés de la fibre et à les entraîner vers la colonne. Le mode splitless 
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est maintenu à 250 ˚C pendant 1 min, afin de permettre à la totalité des composés d’être 

entraînée dans la colonne. 

Séparation des composés 

Les composés injectés en tête de colonne sont séparés par chromatographie en phase gazeuse. 

Ils sont elués suivant un gradient de température en fonction de leur volatilité, et identifiés en 

sortie de colonne. La colonne capillaire non polaire HP-5MS, placée dans un four 

thermostaté, constitue la phase stationnaire. Le gaz vecteur, l’hélium, circulant avec un débit 

fixé à 1,2 ml/min, constitue la phase mobile. 

Programme du four 
Ramps ˚C/min Température finale (˚C) Temps final (min)

1 15
2 5 220 0

Run time 49

8

 
La chromatographie en phase gazeuse ne permettant pas une identification structurale des 

composés, elle est couplée à la spectrométrie de masse. 

Identification des composés 

Le principe de fonctionnement du spectromètre de masse (MS) est basé sue la séparation des 

ions en fonction du rapport de la masse à la charge de leurs ions (m/z). Le MS est constitué de 

plusieurs parties (sources, analyseurs et détecteur) permettant de réaliser les étapes suivantes : 

L’ionisation. Les molécules séparées sont dirigées vers une chambre d’ionisation où un flux 

d’électrons de forte énergie les fragmente en ions. La molécule est ionisée suivant la réaction : 

M + e-→ 2 e- + M+. L’ion mono-chargé obtenu, appelé ion moléculaire, correspond au poids 

moléculaire du composé. En raison de la forte énergie du faisceau électronique, cet ion se 

décompose ensuite selon la structure, en une série d’ions dont la proportion et la nature sont 

caractéristiques de la molécule étudiée. 

L’accélération. Dans la source, une différence de potentiel de plusieurs milliers de volts est 

appliquée entre deux plaques se trouvant en amont de l’analyseur. La vitesse acquise par l’ion 

est fonction de sa masse, sa charge et de la tension d’accélération. 

La séparation. Les ions sont ensuite séparés suivant le rapport m/z à l’aide d’un analyseur 

quadrûpole soumis à une tension qui affecte la trajectoire des ions qui circulent au centre. Les 

ions stables arrivent au détecteur. En faisant varier le potentiel, il est possible d’obtenir un 

spectre de masse. 

La détection. L’ion sortant de l’analyseur pénètre dans un photomultiplicateur d’électron. 

C’est une plaque métallique qui émet des électrons secondaires lors d’un choc avec des ions. 

Ces électrons sont multiplies et permettent l’élaboration d’un signal électrique d’intensité 
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proportionnelle à la quantité d’ions reçus. L’ensemble des signaux émis par les ions permet 

d’obtenir un spectre de masse caractéristique de la molécule. Lors de la caractérisation 

spectrale des composés, le spectromètre de masse fonctionne en mode SCAN (2 scan/s) ce qui 

permet d’analyser tous les ions de rapport masse/charge compris entre 30 et 400 uma. 

Les chromatogrammes sont reconstitués à partir du flux ionique total. Le logiciel Varian MS 

Work station (version 6.42) permet de faire l’acquisition est le traitement des 

chromatogrammes. Les pics sont identifiés par comparaison des spectres obtenus avec les 

spectres existants dans la banque NIST/02 Mass Spectral Library (National Institute of 

Standards and Technology, USA). 
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Fiche technique n˚6 : Extraction d’ARN par le Trizol 
 

Objectif  

L’utilisation du Trizol ® reagent (Invitrogen, 15596-018) étant une solution monophasique de 

phénol et de guanidine isothiocyanate, d’une méthode mécanique (« Bead-beatting ») et de 

colonnes RNeasy®Midi kit de Qiagen permet d’extraire les ARN en une seule étape et de 

manière spécifique sans contamination d’ADN. 

 

Méthode  

Préparation des réactifs et du matériel 

Les réactifs sont préparés dans de l’eau traitée au DEPC (Diéthyl Pyrocarbonate)(1:1000) et 

autoclavée à 120°C pendant 20 minutes. Les surfaces et les pipettes, réservées à cet usage, 

sont décontaminées avec la solution RNaseAway® (Molecular Bio-Products). Les contenants 

en plastique, Eppendorfs, tubes à vis et pointes à filtre sont garantis RNASE-free et sont 

manipulés uniquement avec des gants en nitrile afin d’éviter toute contamination par des 

RNases. 

Préparation des échantillons 

Dans des tubes à vis de 2 ml, 1 ml de culture est ajouté puis centrifugé à 4000g pendant 5 

min. Le surnageant est éliminé et on rajoute au culot cellulaire 200 mg de billes de zirconium 

(100µm, BioSpec Products) et 1,25 ml de Trizol dans tous les tubes. Chaque tube est ensuite 

vigoureusement agité au broyeur MP-FastPrep-24 pendant 60 secondes à 6,5 m/s puis incubé 

5 min avant et après traitement. Les tubes sont agités trois fois dans ces conditions. Après 

refroidissement les tubes sont centrifugés 10 min à 12 000 g à 4°C. Le surnageant limpide est 

transféré par pipetage dans des tubes Phase Log Gel de 2 ml à température ambiante. Les 

tubes sont incubés 5 min à température ambiante permettant ainsi une meilleure dissociation 

des complexes nucléoprotéiques. Après incubation, 230 µl de chloroforme sont ajoutés à 

chaque tube. Les tubes, une fois fermés, sont agités à la main pendant 15 secondes (sans 

dissocier le gel) puis incubés 3 min à température ambiante puis 2 minutes dans la glace. Les 

tubes sont alors centrifugés 15 minutes à 12 000 g et à 3°C (la température doit être basse afin 

d’éviter que l’ADN reste en phase aqueuse). La solution se sépare alors en 3 phases : i) la 

phase organique inférieure rose contenant les protéines et contaminant dans le phénol-

chloroforme, ii) la barrière de gel, iii) une phase limpide aqueuse supérieure contenant l’ARN. 

Le volume de la phase aqueuse à récupérer doit être de l’ordre de 700 µl. Le surnageant est 
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transféré dans un tube à vis pré-refroidi dans lequel 700 µl de phénol/chloroforme/alcool 

isoamyl à pH 4,7 (125/24/1) sont ajoutés. Les tubes sont agités manuellement pendant 15 

secondes, puis centrifugés pendant 10 minutes à 3°C. 

La phase aqueuse (à raison de 500 µl par tube) est récupérée et un volume d’éthanol à 100% 

correspondant à un huitième du volume initial est ajouté. Les échantillons sont ensuite 

purifiés sur colonne avec le kit RNeasy®Mini kit  

Protocole d’extraction utilisé avec le RNeasy®Mini kit (Qiagen) 

-Déposer l’échantillon (volume maximum 500 µl) sur une colonne RNeasy Mini placée sur un 

tube à Eppendorf. Fermer le tube et centrifuger 30 secondes à 3000 g à 15 °C. L’éluât est 

ensuite éliminé. Répéter cette étape de manière à « pooler » 4 échantillons d’ARN dans une 

colonne. La colonne est ensuite lavé avec 500 µl de tampon RW1. Les tubes sont alors 

centrifugés 30 secondes à 3000 g à 15 °C. L’éluât est par la suite éliminé, puis 500 µl de 

tampon RPE sont ajoutés. Les échantillons sont centrifugés 30 secondes à 3000 g à 15 °C. 

Cette étape est répétée 2 fois. Une fois l’éluât éliminé, les échantillons sont centrifugés à vide 

30 secondes à 3000 g à 15 °C afin d’éliminer le reste du tampon. Par la suite, la colonne est 

transférée dans un tube Eppendorf propre. L’ARN est alors élué en ajoutant 20 µl d’eau 

RNase-free au centre de la colonne. Dans le but de récupérer le maximum d’ARN, il est 

indispensable d’attendre au moins 2 min avant de centrifuger l’échantillon.  

Remarque : Le dosage de l’ARN (ng/µl) se fait à l’aide du Nanodrop® (ND-1000 

spectrophotometer). De plus, le rapport A260/A280 doit être supérieur à 1,8 pour un 

échantillon d’ARN de bonne qualité. 

La pureté et la qualité de l’ARN sont vérifiées à l’aide du Bioanalyseur 2100 (Agilent RNA 

6000 nano), qui attribue un RIN (RNA Integrity Number) de 1 à 10 aux échantillons d’ARN. 

Un échantillon est considéré de bonne qualité si son RIN est supérieur à 8,5. 

Pour une extraction d’ARN à partir de rétentat, le même protocole est utilisé en prenant 125 

mg d’échantillon dans lequel est ajouté les billes de zirconium (Monnet et coll., 2008). 
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Fiche technique n˚7 : RT-PCR quantitative 
 

Objectif   

La molécule SYBR Green I se fixe dans le petit sillon de l’ADN double brin. Suite à cette 

liaison, la fluorescence augmente considérablement. Ainsi lors d’une PCR en présence de 

SYBR Green, l’augmentation de la quantité d’ADN double brin va générer un signal 

fluorescent. Grâce à un système d’enregistrement de la fluorescence, la progression de 

l’amplification peut être suivie à chaque cycle et en temps réel. 

 

Méthode  

Reverse transcription avec le kit SuperScript® III First Strand Synthesis System  

Afin de générer des fragments d’ADN complémentaire à partir des ARN totaux, une 

transcription inverse est réalisée avec le kit SuperScript® III First Strand Synthesis System 

(Invitrogen®). 

-Chaque échantillon contient 500 ng d’ARN 

-Le mélange pour la reverse transcription est préparé dans un tube Eppendorf de 500 µl 

comme suit : 

500 ng d'ARN n µl 

Amorce* 
*50 µM oligo(dT)20 ou 2 µM de l'amorce spécifique du géne ou 50 ng/ µl d'amorces aléatoire 

1 µl 

10 mM de mix de dNTP 1 µl 

Eau RNAse free qsp 10 µl 

 

-Incuber à 65 °C pour 5 min, puis mettre au moins 1 min dans la glace 

-Préparer le mix pour la synthèse du cDNA comme suit : 

 Une Réaction 
10X RT buffer 2 µl 
25 mM MgCl2 4 µl 
0.1 M DTT 2 µl 
RNaseOUTTM (40 U/µl) 1 µl 
SuperScriptTM III RT (200 U/µl) 1 µl 
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-Ajouter 10 µl du mix pour la synthèse de cDNA dans chaque tube contenant ARN/Mélange 

d’amorces. Mélanger gentiment et centrifuger. Incuber comme suit : 

Oligo(dT)20 ou amorces GSP 50 min à 50 °C 
Amorces aléatoires 10 min à 25 °C suivit de 50 min à 50 °C 
 

-Les réactions se terminent en mettant 5 min les échantillons à 85 °C 

-Centrifuger brièvement les tubes, y ajouter 1 µl de RNase H et les incuber à 37 °C pendant 5 

min 

-Les cDNA synthétisé peuvent être stockés à -20 °C 

PCR quantitative en utilisant le protocole du kit LightCycler® FastStart DNA Master 

SYBR Green I 

Afin de réaliser l’étape de PCR quantitative (PCRq), le kit LightCycler® FastStart DNA 

Master SYBR Green I (Roche Applied Science) a été sélectionné. 

-Pour chaque échantillon préparer le mix dans un tube Eppendorf comme suit :  

 Une 
Réaction 

H2O, PCR grade 4,1 µl 
MgCl2 1,2 µl 
PCR primer mix 1,2 µl* 
Lightcycler® FastStart DNA Master SYBR Green I 1 µl†

*Les amorces ont été choisies à l’aide du logiciel LightCycler® Probe Design Software 2.0 
(Roche Applied Science) et commandées chez Eurogentec. Etant à 100 mM, préparer un 
mélange des amorces sens et antisens de sorte que la concentration finale du mélange soit de 
5 mM. 
†Un mélange enzyme (1a) + tampon (1b) est préalablement effectué, en mettant 10 µl de 
l’enzyme (1a) dans le tube (1b). 
 

-Chaque capillaire contient un volume total de 10 µl : 2,5 µl de l’échantillon à amplifier + 7,5 

µl du mix de la PCR quantitative. 

-Régler le programme de l’appareil de PCR quantitative, LightCycler ® Systems for Real-

Time PCR, comme suit :  

• Une étape de Pré-incubation permettant l’activation de l’enzyme de 10 min à 95 °C. 

• 45 cycles comportant (i) une étape de dénaturation de 10 sec à 95 °C, (ii) une étape 

d’hybridation des amorces de 7 sec à 60 °C, (iii) une étape d’élongation de 6 sec à 72 °C et 

(iv) une acquisition de la fluorescence (530 nm) à la fin de chaque étape d’élongation. 

Contrôles indispensables requis 
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- Un gène calibrateur est utilisé en parallèle ; ce gène dont l’expression n’est pas modifiée 

dans les différentes conditions biologiques permet d’éviter que des modifications de quantités 

d’ADN dans l’essai soient analysées comme des différences d’expression 
- Un capillaire contenant de l’eau à la place de l’échantillon est indispensable afin de contrôler 

la non contamination (par de l’ADN ou de l’ARN) des différents mix préparés. 

- Il est indispensable de contrôler l’efficacité des amorces choisies pour cela, 5 dilutions 

successives de l’ADN du micro-organisme d’intérêt allant de 50 ng/µl à 5 pg/µl sont réalisées. 

Une PCR quantitative est réalisée en utilisant le couple d’amorce choisi (sens + antisens). 

Pour une efficacité de PCR à 100 %, la pente de la droite Ct en fonction du log de la 

concentration en ADN matrice doit être égale à -3,33. Lorsque toutes ces manipulations 

préliminaires sont réalisées, on analyse les échantillons d’intérêt. 
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Fiche Technique n˚8 : Analyse protéomique 
 

Principe 

L’analyse protéomique permet d’étudier l’expression globale des protéines d’un micro-

organisme dans un état physiologique donné. C’est une méthode utile pour construire une 

banque de protéomes pour des micro-organismes d’intérêt. L’analyse différentielle de 

l’expression des protéines peut aussi permettre de démontrer l’existence de mécanismes de 

réponse et d’adaptation métaboliques. L’analyse protéomique s’effectue par la technique de 

l’électrophorèse bidimensionnelle (2D) qui permet de séparer, visualiser et quantifier des 

protéines sur un gel d’acrylamide, selon leur pH isoélectrique (pI) et leur poids moléculaire 

(PM). Les protéines séparées peuvent ensuite être identifiées, soit par détermination de leur 

séquence N-terminale, ou par analyse de leur spectre de masse, avec la technique MALDI-

TOF, en comparaison avec une banque de données. 

Méthodes 

La première étape d’une analyse protéomique consiste à extraire les protéines cytoplasmiques 

des cellules. Puis intervient la focalisation isoélectrique (séparation en première dimension, 

selon le pI des protéines). Les protéines sont ensuite séparées, en deuxième dimension, par 

migration sur un gel SDS-page, selon leur poids moléculaire. Enfin, elles sont visualisées par 

coloration et les gels obtenus sont scannés, puis analysés à l’aide de logiciels spécialement 

conçus. 

Extraction et purification des protéines 

Lavage et lyse des cellules 

Après décongélation, la biomasse de la levure est lavée. Les cellules sont ensuite lysées par 

broyage dans un tampon Tris-EDTA (50mM - 1mM, pH 8,8) (Sigma), à raison de 1 mL de 

tampon pour 0,2 g culot lavé, dans un tube de 1,5 ml contenant 0,6 g de billes de broyage de 

0,1 mm de diamètre (Biospec Products, Batlesville, Etats-Unis). Ce mélange est broyé trois 

fois pendant 20 secondes à l’aide d’un broyeur Bio101 (Savant Intruments, Holbrook, Etats-

Unis), à une vitesse de 6,5. Entre chaque broyage, l’échantillon est plongé pendant 5 min dans 

de l’eau glacée. Une centrifugation est ensuite effectuée (24000 g, 15 min, 4 °C) pour 

éliminer les cellules non broyées et les débris cellulaires. Le surnageant contenant les 

protéines solubles est récupéré puis congelé à -80 °C jusqu'à son utilisation. 
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Dosage des protéines 

Afin de normaliser la quantité de protéines qui sera utilisée lors de l’électrophorèse, il est 

nécessaire de connaître la quantité de protéines extraites. La teneur en protéines totales est 

déterminée par la méthode de Bradford, à l’aide du réactif « Coomassie protein assay reagent 

» (Pierce, Rockford, IL).  

Purification de l’échantillon 

Deux étapes permettent d’éliminer les composés cellulaires susceptibles d’interférer avec 

l’analyse protéomique. 

• Traitement à l’endonucléase 

Un échantillon contenant 300 µg de protéines, dont le volume dépend de la concentration des 

protéines extraites, est prélevé. 50 U d'endonucléase (Biorad, Marnes-la-Coquette, France) et 

0,2 µL de sulfate de magnésium 1 M (WWR Prolabo, Leuven, Belgique) sont ajoutés. 

L’ensemble est incubé à 37 °C pendant 30 min. Cette étape permet d’éliminer les acides 

nucléiques grâce à l’enzyme endonucléase qui est capable d'hydrolyser une liaison 

phosphodiester à l'intérieur d'un nucléotide. 

• Précipitation à l'acétone 

L’acétone contribue à la précipitation des protéines et extrait les lipides et les autres composés 

liposolubles (les sels et les polysaccharides) qui peuvent interférer avec l’analyse. Un volume 

d’acétone, 5 à 10 fois supérieur au volume de l’échantillon (excès d’acétone), est ajouté et 

homogénéisé par retournement à 4 °C. Le m élange est placé à -20 °C, pendant 5 à 15 min, 

puis centrifugé (24 000 g, 10 min, 4 °C). Après l’élimination du surnageant, le culot protéique 

est séché par retournement sur du papier absorbant pendant 5 min. 

Première dimension de l’électrophorèse bidimensionnelle 

Focalisation isoélectrique 

La première dimension consiste à séparer les protéines selon leur pH isoélectrique. L’emploi 

d’agents de réduction, de détergents et d’ampholytes, inclus dans un tampon de focalisation 

isoélectrique, permet de solubiliser les protéines et de les ioniser. Les agents utilisés dans 

cette étude et leurs fonctions sont présentés à l’annexe 5. Ils ne doivent pas modifier le point 

isoélectrique (pI) des molécules mais doivent supporter le haut voltage appliqué lors de la 

première dimension. La première dimension s’effectue dans des bandelettes de gel 

d’acrylamide déshydraté (« strips ») selon un gradient de pH. Sous l’action d’un champ 

électrique les protéines chargées (négativement ou positivement) se déplacent, , pour atteindre 

leur pI où la charge nette des protéines est égale à 0. Pratiquement, 300 µg de protéines 

purifiées sont solubilisées dans 350 µL de tampon de focalisation. La suspension protéique est 
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déposée dans une rainure de la plaque (Biorad) en évitant les bulles d'air. Un strip de 17 cm 

couvrant une gamme de pH allant de 4 à 7 (Biorad), préalablement décongelé, est mis en 

contact avec l’échantillon. La partie acide du strip (+) se situe à gauche de la plaque de 

focalisation (notée +). Le strip est recouvert d’huile minérale, pour éviter l'évaporation de 

l'échantillon, puis déposé dans le portoir de focalisation (Protein IEF Cell, Biorad), 

thermostaté à 20 °C. La focalisation se déroule à 20 °C selon le programme présenté à 

l’annexe 6. Une réhydratation active est réalisée sous faible voltage (50V) pendant 11 h afin 

de permettre aux protéines d’entrer dans la matrice du gel. Elle permet de réduire le temps de 

procédure et de faciliter la pénétration des grosses protéines. Après la réhydratation, la 

focalisation est effectuée en augmentant la tension par paliers, afin de limiter l’influence des 

composants ioniques des échantillons et l’élévation de la température du strip. Enfin, le 

courant est maintenu à 8000 V pendant 7 h 30 min, pour garantir une résolution et une 

séparation performantes des protéines. A l’issue de la focalisation, le strip est rincé avec de 

l’eau milliQ. Il peut être conservé à -80 °C ou subir directement l'étape d'équilibrati on. 

Equilibration 

Il est nécessaire de solubiliser les protéines focalisées dans un tampon contenant du sodium 

dodecyl sulfate (SDS). L’équilibration se fait en plaçant le strip successivement dans le 

tampon E1 pendant 15 min pour réduire les groupements sulfhydrate, puis dans le tampon E2 

pendant 20 min pour alcaliniser les groupements sulfhydrate, à température ambiante et sous 

agitation. Entre chaque bain, le strip est rincé avec de l’eau milliQ. 

Deuxième dimension de l’électrophorèse bidimensionnelle 

La première dimension a permis de séparer les protéines en fonction de leur pI. La seconde 

dimension va les séparer en fonction de leur poids moléculaire (PM). Le SDS, présent dans le 

gel d’acrylamide, est un agent anionique. Il se fixe sur les protéines et masque leur charge 

propre, en formant un complexe avec une charge nettement négative. Le gel d’acrylamide 

fonctionne donc comme un tamis moléculaire : la migration d’une protéine sur le gel varie en 

fonction du poids moléculaire de la protéine et de la concentration en acrylamide. 

Nettoyage et montage des plaques de gel 

Les plaques sont préalablement nettoyées trois fois sous l'eau du robinet et avec une solution 

de détergent (Alconox, Sigma). Elles sont rincées avec de l'eau milliQ, puis séchées sur du 

papier absorbant. Enfin, un nettoyage à l'alcool est effectué afin d’éliminer toutes traces 

d’humidité. Les plaques sont ensuite dressées sur un portoir, en portant une attention 

particulière à la pose des joints afin d’éviter les fuites. 

Préparation d’un gel d’acrylamide 
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La solution de gel est préparée selon la composition donnée à l’annexe 8. Juste avant de 

couler le gel, du persulfate d'ammonium (0,5 %) (Sigma) et du Temed (0,032 %) (Biorad) 

sont ajoutés dans la solution, comme catalyseurs de la polymérisation du gel. Le gel est 

ensuite coulé entre les plaques et un peigne, permettant le dépôt du strip et la création d’un 

puit pour insérer le marqueur de poids moléculaire, est ajouté. La polymérisation est totale 

après 2 h à température ambiante. 

Migration 

Après la polymérisation, le strip est déposé en haut du gel, partie acide (+) vers la droite. Il est 

maintenu en place par l’ajout de 2 mL d'agarose (Sigma) (1 % dans le tampon de migration). 

Le dépôt d'un marqueur de poids moléculaire (Precision Plus ProteinTM Standards, 10–250 

kD, Biorad) dans un puits à côté du strip, permet de déterminer les masses des protéines sur le 

gel. Pratiquement, 200 ng de marqueur sont ajoutés dans la rainure de marquage du gel de 

migration. Ces protéines de marquage vont migrer avec les protéines du strip sur le gel. Après 

10 min (temps nécessaire à la polymérisation de l’agarose), le gel est déposé dans la cuve 

d’électrophorèse contenant 1,5 L de tampon de migration dans la chambre inférieure et 400 

mL dans la chambre supérieure. Un maintien préalable du courant à 5 mA pendant 15 min 

permet de stabiliser le gel (pré-run), permettant aux protéines de bien migrer du strip vers le 

gel de deuxième dimension. La migration se déroule à 14 °C. 

Coloration des gels 

A la suite de la migration, les protéines séparées sur le gel sont colorées afin de visualiser les 

spots en vue de l’acquisition de l’image. Après rinçage du gel dans de l’eau milliQ, pendant 

15 min sous agitation douce (table d’agitation, mouvement pendulaire), la coloration est 

effectuée, pendant 1 h, dans du bleu de Coomassie colloïdal (Biorad). Le gel est ensuite rincé 

deux fois, pendant 1 h, dans de l’eau miliQ. 

Acquisition et analyse d’images 

Numérisation des images 

Il est nécessaire de numériser les spots observés sur les gels afin de les analyser avec un 

système d’analyse d’images. La numérisation est réalisée avec un scanner (GS800TM, 

Biorad), préalablement étalonné dans les gris. 

Analyse d’images 

L’analyse est effectuée à l’aide du logiciel de traitement d'images PDQuest (Biorad). Il 

permet d’identifier la position de chaque spot protéique, de quantifier son intensité, de 

comparer des spots entre eux et de faire des analyses statistiques. 
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Un traitement primaire de l’image sert à bien aligner l'image scannée. L'augmentation des 

contrastes de l'image permet ensuite une meilleure visualisation des spots présents sur le gel et 

un amoindrissement du bruit de fond (l’intensité relative des spots entre eux ne varie pas). 

Après un calibrage en termes de taille des spots, de sensibilité et de bruit de fond, le logiciel 

détecte les spots présents sur le gel. Une étape de nettoyage est alors nécessaire : elle vise à 

éliminer les spots d’intensité trop faible pour être évalués correctement, ou situés dans des 

zones à fort bruit de fond. Afin d’obtenir une image représentative de la condition étudiée, 

une comparaison de trois gels obtenus dans la même condition est effectuée, en sélectionnant 

sur chaque gel, les spots communs et en créant des points d’ancrage. Au cours de cette étape, 

il est possible d’affiner encore le nettoyage. Le pH du strip varie de façon linéaire. Pour 

quantifier les pI, il est donc possible de positionner un spot ayant un pI acide proche de pH 4, 

un autre ayant un pI basique proche de pH 7 et au moins un troisième de pI intermédiaire (pH 

5 à 6), préalablement connus. Un marqueur de poids moléculaire est inclus sur le gel, afin de 

permettre l’identification des masses des protéines. Enfin, quatre spots de référence, situés 

aux quatre extrémités d’une image, permettent de déterminer les valeurs de poids moléculaire 

et de pI de tous les spots présents sur le gel. 

Comparaison des gels obtenus dans des conditions différentes 

Pour comparer des gels issus de deux conditions expérimentales différentes, un « matchset » 

est constitué à partir de tous les gels correspondant aux deux conditions (2 séries de 3 gels au 

minimum). Les gels sont comparés en fonction des niveaux de gris et des surfaces de chaque 

spot, en déterminant 3 variables : RE1 : expression relative qui renseigne sur la surface et 

l’intensité de gris d’un spot dans les gels de référence ; RE2 : expression relative qui 

renseigne sur la surface et l’intensité de gris d’un spot dans les gels de comparaison ; DE : 

expression différentielle, correspondant au rapport des RE du même spot dans les deux séries 

de gels comparés : DE= RE2/RE1 

Quatre types d’analyse sont alors effectués :  

- Une analyse statistique (test de student) pour identifier les spots statistiquement différents 

dans les deux séries de gel, en tenant compte de la variabilité entre les gels ; 

- Une analyse qualitative qui permet de mettre en évidence des spots présents uniquement sur 

l’une des deux séries de gels ; 

- Une analyse quantitative qui permet de comparer la densité des spots présents sur les deux 

séries de gels, selon trois niveaux de différence : 

DE ≥ 2, le spot est sur-synthétisé dans la série 2 ; 

0,5 < DE < 2, le spot est considéré comme identique sur les deux séries de gels ; 
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DE ≤ 0,5, le spot est sur-synthétisé dans les gels de référence. 

- Une analyse booléenne permet enfin de sélectionner les spots en commun, issus à la fois des 

analyses statistiques et des analyses qualitatives ou quantitatives. A l’issue des analyses, une 

vérification visuelle des spots est toujours nécessaire. Ensuite, les données relatives aux spots 

retenus lors des analyses sont collectées dans un fichier qui regroupe le numéro du spot, sa 

masse moléculaire, son point isoélectrique et sa densité normalisée, pour l’ensemble des gels 

traités. 

Identification des protéines par spectrométrie de masse MALDI-TOF 

Principe 

La spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (Désorption-Ionisation Laser Assistée par 

Matrice – Temps de Vol) permet d’identifier des peptides et des protéines après hydrolyse. 

Son principe consiste à effectuer une désorption-ionisation qui a pour but d’ioniser les 

molécules, qui passent ainsi de l’état solide à l’état gazeux, en appliquant des impulsions 

laser. Appliquée à la caractérisation de protéines, la méthode requiert une hydrolyse trypsique 

préalable qui permet l’obtention de peptides. L’échantillon est alors déposé sur une matrice 

dont le rôle est de minimiser la dégradation de l’échantillon provoquée par les rayons laser et 

d’absorber l’énergie transmise par le faisceau. La matrice, porteuse de plusieurs échantillons, 

est alors bombardée par le laser, permettant aux peptides intacts d’être ionisés. Une fois les 

ions formés, ils sont accélérés à haute tension (20 kV) et envoyés jusqu’au détecteur. Les 

ions, ayant une énergie cinétique fixe, circulent à des vitesses différentes selon la masse de la 

molécule : les ions ayant une masse élevée transitent plus lentement que les ions ayant une 

masse plus faible. L’appareil mesure le temps que mettent les ions pour atteindre le détecteur 

(temps de vol) et l’associe à leur rapport masse/charge (m/z). Le signal est ensuite visualisé en 

spectre et enregistré sous la forme d’une liste de masses. 

Tous les essais d’identification des protéines ont été effectués au sein de la plateforme 

protéomique PAPSS (Plateau d’Analyse Protéomique par Séquençage et Spectrométrie de 

Masse, INRA, Jouy-en-Josas) de l’unité de Biochimie Bactérienne. Le protocole expérimental 

a été développé par Guillot et al. (2003). Les spots de protéines issus de l’électrophorèse 

bidimensionnelle sont excisés, puis lavés avec 30 µL d’un mélange 1:1 (v:v) de carbonate 

d’ammonium (50 mM, Biochemica, Fluka, Steinhein, Allemagne) et d’acétonitrile (Merk, 

Paris, France) puis séchés pendant 30 min (Sécheur Speed-vac, Savant, Hicksville, NY). Ils 

sont ensuite réhydratés avec 50 mM de carbonate d’ammonium contenant 13 ng.µL-1 de 

trypsine porcine, à 37 °C pendant 12 h. Le surnageant de la solution réhydraté et hydrolysé est 

utilisé directement pour l’analyse MALDI-TOF. Les échantillons sont déposés sur une 
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matrice composée d’acide α-cyano-4-hydroxycinnamique (4 mg.mL-1 dans 0,1 % d’acide 

trifluoroacétique et 500 mL.L-1 d’acétonitrile). Ils sont analysés par spectrométrie de mass 

MALDI-TOF sur un appareil Voyager DE STR Instrument (Applied Biosystems, 

Farmingham, MA), comme décrit par Guillot et coll. (2003). Une calibration interne est 

réalisée avec deux peptides issus de la trypsine, de masses égales à 842,5 et 2211,1 Da. 

Traitements des résultats 

Les peptides sont identifiés à partir des listes de masses mono-isotopiques obtenues 

expérimentalement. Ces listes sont ensuite comparées avec les listes inclues dans des bases de 

données en utilisant le programme MS-Fit (http://prospector.ucsf.edu). Une base locale 

(Yarrowia lipolytica) et une base de données publique Génolevures, 

(http://cbi.labri.fr/Genolevures) sont utilisées. La précision sur la masse est de 15 à 30 ppm. Il 

faut identifier au minimum quatre peptides et obtenir une couverture de séquence supérieure à 

20 % pour confirmer un résultat d’identification. La concordance entre les masses 

moléculaires et points isoélectriques des valeurs théoriques et expérimentales est également 

vérifiée. 
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Fiche technique n˚9 : Préparation du Rétentat 

 
Objectif 

Mise au point d’un milieu fromage modèle, permettant une manipulation plus aisée qu’un 

fromage fabriqué en plate –forme expérimentale. 

 

Méthode 

Préparation des inocula 

Les précultures sont realisées dans des erlenmeyers de 50 ml contenant 10 ml de milieu. Les 

milieux inoculés sont incubés à 25 °C, 150 rpm (incubateur rotatif, 5 cm de diamètre de 

rotation ; Unitron, Ht Infors), pour une durée allant de 18 h à 72 h afin d’obtenir la densité 

optique (DO) voulut. Ces précultures serviront d’inoculum pour les rétentats. Pour chaque 

facteur etudié au moins trois replicats sont réalisés. 

Préparation du rétentat

La veille les flacons contenant le rétentat sont placés dans la chambre à 4 °C. Les flacons sont 

ensuite bien décongelés au bain marie à 50 °C pendant 40 min. Si le liquide est toujours 

visqueux, agiter fortement le flacon à la main jusqu’à obtention d’un liquide fluide et 

homogène. Le flacon est ensuite décontaminé à l’alcool avant ouverture (sous la hotte à flux 

laminaire). Dans un becher de 500 ml, 150 ml de retentat sont ajoutés et agités à l’aide d’un 

barreau et un agitateur magnétique. Sous agitation, 135 µl de présure diluée préalablement au 

1/10ème, sont ajouté. Les differentes souches sont ensuite ensemencées selon les 

concentrations voulues. La levure Y. Lipolytica 1E07 est ensemencé à 105 ufc g-1, les deux 

bactéries L. Lactis LD61 et S. xylosus C2a sont respectivement ensemencés à 105 UFC.g-1 et 

107 UFC.g-1. Le rétentat ensemencé est ensuite mélanger manuellement puis répartit par 

volume de 10 ml dans des flacons conique stériles de 40 ml. Afin d’avoir une entré constante 

d’oxgène, les flacons sont fermés à l’aide de bouchons en cellulose.  

Les rétentats sont placés pendant 7 h à 30 °C afin qu’ils prennent en masse (la prise en masse 

est d’environ 4 heures), puis transférer dans des cristallisoirs et laisser incuber à 14 °C, 

pendant 24, 48 et 72 h. Afin de vérifier la concentration de l’inoculum, un dénombrement est 

effectué à 0 h, puis au cours de la culture.  

Traitement des échantillons pour le dénombrement des cellules viables 

Pour les cultures sur rétentat, le dénombrement se fait en prélevant 1 g de rétentat à l’aide 

d’une spatule stérile et transféré dans 10 ml d’eau physiologique stérile (9 ‰ de NaCl). Cette 
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suspension cellulaire est homogénéisée à l’Ultra-Turrax (modèle T25 ; IMLAB) à 8000 rpm 

(1 min), puis des dilutions décimales de cette suspension sont éffectuées dans de l’eau 

physiologique. La plage de dilution varie de 10-1 à 10-6 en fonction de l’avancement du temps 

de culture et des micro-organismes dénombrés. 

Remarques : Tout au long de la manipulation différentes analyses sont éffectuées : 

- Suivi de la croissance microbienne par dénombrement (Fiche technique n˚3) 

- Dosage lactate/ lactose et acides aminés par HPLC (Fiche technique n˚4) 

- Extraction d’ARNm à partir du rétentat afin de réaliser les études transcriptomiques 

(Monnet et coll., 2008) 
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Fiche technique n˚10 : Marquage par synthèse d’ADNc 
 

Principe 

Adaptation du kit CyScribeTM First-Strand cDNA Labelling (Amersham Biosciences) pour 

procéder au marquage direct de l’ARN de la levure Y. lipolytica. L’étape de marquage à lieu 

directement au cours de la synthèse d’ADNc par l’incorporation d’un nucléotide couplé à un 

fluorochrome. Les fluorochromes utilisés sont la cyanine 3 (Cy3) et cyanine 5 (Cy 5) qui 

émettent respectivement à 532 nm et 645 nm. 

 

Méthode 

Le marquage s’effectue à partir de 5 µg d’ARN total (quantité adapté à notre modèle d’étude) 

Mix d’hybridation des amorces 

Pour chaque échantillon préparer le mix d’hybridation dans un tube de PCR comme suit : 

 Volume en µl 
 cyanine 3 cyanine 5 

oligodT 1 1 
Random 1 1 
ARN (5 µg) X X 
Eau (qsp) 11 11 
 

Les échantillons sont mis 5 min à 70 °C dans le thermocycleur, puis 10 min à température 

ambiante.  

Mix de marquage 

Le mix de marquage est alors ajouté pour chaque échantillon comme suit : 

 Volume en µl 
 cyanine 3 cyanine 5 
Tampon 4 4 
DTT 2 2 
dNTP* 1 2 
Enzyme 1 1 
dCTP-cyanine 2 4 
*Le Mix de dNTP est préparé séparément en mettant des dATP, dGTP, dTTP à 10 mM et le 
dCTP à 2.5 mM. 
 

 

 

 192



Une fois le mix de marquage ajouté, les tubes sont placés 2 h à 42 °C dans le thermocycleur. 

L’ARN restant est dégrader en ajoutant 2 µl de NaOH (Prolabo 33618.268) à 5 M, le tout est 

alors votexé puis incubé 15 min à 37 °C. La réaction est ensuite neutralisée en ajoutant 20 µl 

d’HEPES à 2 M. 

Purification sur colonnes QiaQuick (élimination des oligos et nucléotides libres) en 

suivant le protocole QIAquick®nucleotide (Qiagen)

- Ajouter le tampon PN à 10X du volume de chaque échantillon (430 µl pour l’échantillon 

marqué en cyanine 3 et 460 µl pour celui marqué en cyanine 5) 

- Le volume ADNc marqué + PN est placé sur la colonne pour fixer l’ADNc. Centrifuger 1 

min à 1500 g et éliminer le liquide collecté. 

- Un premier lavage de la colonne s’effectue avec 500 µl de tampon PE sur la colonne, et 

centrifuger 1 min à 1500 g. Renouveler le lavage. 

- La colonne est séchée en centrifugeant 1 min à 9000 g. 

- Mettre 50 µl du tampon d’élution EB, attendre 1 min, centrifuger 1 min à 9000 g. 

Les échantillons sont concentrés sur colonne Amicon® (Millipore) en centrifugeant 1 min à 

9000 g. 10 µl d’eau RNAse free sont ajouté afin d’éluer l’ADNc de la colonne, puis 

centrifuger pendant 1 min à 13000 rpm. L’ADNc marqué peut être stocker à -80 °C, à 

l’obscurité. 
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Fiche technique n˚11 : Hybridation et lavage de la puce 
 

Hybridation 

Les cibles marquées sont alors mélangées avec 8 µl de tampon de fragmentation 25X 

AgilentTechnology® et incubé pendant 30 min à 60 ºC. Une fois la réaction terminée, 200 µl 

du tampon d’hybridation 2X HI sont alors ajouté. Le volume final des cibles marquées est de 

400 µl. Les cibles marquées sont alors déposées sur la puce à ADN. La lame est placée dans 

la chambre d’hybridation en suivant les indications fournis par Agilent (Agilent Microarray 

Hybridization Chamber User Guide) .L’hybridation se déroule dans le four Agilent (rotation 4 

rpm) à 60 ºC pour 16 h. 

Lavage 

Une fois l’hybridation terminée, la lame est plongée dans différentes solutions de lavage de 

stringence croissante. Cette étape permet d’éliminer les sondes non hybridées et diverses 

hybridations aspécifiques. 

La lame est placé dans un bain nº1 (SSC 2X-SDS 0,1 %), afin de décoller la lame de la 

gaskette à l’aide d’une pince. La lame est ensuite placé à nouveau dans un bain nº1 pendant 5 

min, puis lavée successivement dans le bain nº2 (SSC 0,5X-SDS 0,1 %), le bain nº3 (SSC 

0,1X-SDS 0.1%) et le bain nº4 (SSC 0,1X-SDS 0,1%). 

La lame est finalement séchée par centrifugation à 150 g pendant 1 min. Elle est ensuite 

rangée dans une boite en platique à l’abri de la poussière, de la lumière et de l’humidité, puis 

scannée dans la journée. 
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L’adaptation des micro-organismes à leur environnement dépend à la fois de leurs 

aptitudes à faire face aux paramètres physico-chimiques propre au fromage et à dégrader les 

substrats présents dans le milieu, tout en étant en interaction avec d’autres espèces 

microbiennes. La maîtrise de la dynamique des populations reste un enjeu majeur dans le but 

de maîtriser les étapes de la fabrication du fromage. Cela permettrait, une fois la flore 

sélectionnée, de raccourcir le temps d’affinage de manière significative, tout en conservant, 

voire en améliorant les qualités organoleptiques et sanitaires du fromage. De nombreux 

travaux ont mis en évidence l’incapacité d’adaptation de la flore inoculée, qui se retrouve en 

compétition avec la flore indigène de l’environnement fromager. L’objectif de ce travail était 

de mieux comprendre le métabolisme adaptatif de la levure ubiquitaire du fromage Yarrowia 

lipolytica. Dans un premier temps, nous avons choisi d’étudier le métabolisme de la levure en 

mono-culture en se focalisant sur des voies métaboliques clés de l’affinage, le catabolisme du 

lactate et des acides aminés. La combinaison des techniques moléculaires, microbiologiques, 

biochimiques et protéomiques a permis de confirmer une réelle préférence de la levure pour 

les acides aminés, l’absence de ces derniers pouvant provoquer un état de stress oxydant chez 

Y. lipolytica. De plus, une corrélation entre la consommation d’acides aminés et la 

production/accumulation d’ammoniac par la levure a été mise en évidence. L’ammoniac 

aurait un rôle i) dans l’alcalinisation du milieu, une étape essentielle dans la fabrication du 

fromage pour l’implantation de la flore d’affinage acido-sensible ; ii) de molécule signal entre 

les levures. Dans un second temps, l’étude de la levure en interaction avec deux bactéries 

Lactococcus lactis et Staphylococcus xylosus a été réalisée. Une première étape a consisté à 

comprendre les phénomènes d’interactions dans un milieu chimiquement défini, par une 

approche ciblée (RT-PCR quantitative) sur des gènes impliqués dans des voies de dégradation 

du lactate, du pyruvate et des acides aminés. L’étude en culture mixte a permis de mettre en 

évidence des phénomènes d’interactions entre micro-organismes en termes de croissance, 

mais également de complémentarité métabolique. En effet, les principaux gènes impliqués 

dans le catabolisme des acides aminés sont réprimés chez la levure en présence de S. xylosus. 

De plus, l’expression de la lactate déshydrogénase de la levure est induite par la production de 

lactate par les deux bactéries. Dans une seconde étape, l’étude de la levure en co-culture a été 

réalisée dans un milieu modèle fromager, le rétentat. Afin d’obtenir une information complète 

de l’adaptation métabolique de la levure aux différentes associations, une approche globale 

par puce à ADN à été retenue. On observe un état de stress oxydatif chez la levure en 

présence de S. xylosus, ainsi qu’une modification du fonctionnement mitochondriale et de 

l’expression des gènes de la chaîne respiratoire. 

 217



The adaptation of microorganisms to their environment depends on both their ability to 

cope with the physico-chemical characteristics of the cheese and their ability to degrade 

substrates in their environment, while interacting with other microbial species. Controlling the 

dynamics of populations remains a major challenge in order to control the different steps of 

cheese production. The flora being selected, this could enable, to shorten the ripening time 

significantly while maintaining or even improving the microbial and organoleptic qualities of 

the cheese. Many studies have highlighted the inability of adaptation of the inoculated 

microorganisms, which are in competition with the natural flora of the cheese. The objective 

of this work was to better understand the adaptative metabolism of the ubiquitous yeast 

Yarrowia lipolytica. As a first step, we chose to study the metabolism of this yeast in mono-

culture focusing on key metabolic pathways of cheese ripening, lactate and amino acids 

catabolism. The combination of molecular, microbiological, biochemical and proteomics 

techniques has helped to confirm a real preference of this yeast for amino acids. The lack of 

amino acids induces an oxidative stress in Y. lipolytica. Moreover, a correlation between the 

consumption of amino acids and the production/accumulation of ammonia by the yeast has 

been highlighted. Ammonia could have a role i) in the alcalinisation of the medium, an 

essential step in the manufacture of cheese for the development of the acid-sensitive flora ii) 

as a signal molecule between yeasts. In a second step, the study of the interaction in yeast 

with 2 bacteria was performed: Lactococcus lactis and Staphylococcus xylosus. A first step 

was to understand the phenomena of interaction in a chemically defined medium, using a 

targeted approach (quantitative RT-PCR) on genes involved in the catabolism of lactate, 

pyruvate or amino acids. The mixed culture study allows the identification of interactions 

phenomena between micro-organisms in terms of growth or metabolic complementarity. 

Indeed, in the presence of S. xylosus major genes involved in the amino acids catabolism are 

repressed in the yeast. In addition, the expression of Y. lipolytica lactate dehydrogenase is 

induced by the production of lactate by both bacteria. In a second step, the study of yeast co-

culture was conducted in a model cheese matrix called “retentat”. In order to obtain a 

comprehensive information of the metabolic adaptation of the yeast to various associations, a 

DNA microarray technique was used. This study underlines the induction of an oxidative 

stress response in yeast in the presence of S. xylosus, and a modification of mitochondrial 

function as well as a repression of gene expression involved in the respiratory chain. 

 

 218


