es ruminants occupent, avec les

autres herbivores, une niche écolo-

gique unique parmi les mammi-

feres en raison de leur capacité a
utiliser 'appareil aérien des plantes
comme seule source de nourriture. Parmi
les herbivores, ils sont les plus perfor-
mants pour tirer profit de I'énergie fixée
par les végétaux grice a une communau-
té microbienne extrémement abondante
(1010 3 10'" cellules/ml) et diversifiée
qu’ils hébergent dans leur rumen, sorte
de fermenteur pré-stomacal. Clest, en
effet, dans cet organe que sont dégradés,
puis fermentés, 50 2 80 % des polyholo-
sides des parois végétales, 40 a 70 % des
composants azotés, la quasi-totalité de
I’'amidon et la totalité des glucides
solubles. Cette symbiose animal-micro-
organismes permet ainsi aux ruminants,
quelle que soit la zone de climat et de
végétation, d’utiliser I'énergie fixée par
les écosystemes herbacés. 1ls peuvent éga-
lement consommer des sous-produits de
I'industrie agro-alimentaire (déchets
lignocellulosiques) ainsi que diverses
formes d’azote non protéique. Dans les
conditions naturelles, le « fermenteur
rumen » est un écosystéme anaérobie
strict qui produit un mélange d’acides
gras volatils (acide acétique, propionique,
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butyrique), de corps microbiens,
d’ammoniaque, de gaz carbonique et de
méthane. Les acides gras volatils et les
corps microbiens représentent respective-
ment les trois quarts de I'énergie méta-
bolisable du ruminant et plus de la moi-
tié des acides aminés absorbés dans
lintestin. Les micro-organismes assurent
par ailleurs la couverture des besoins de
I’animal en vitamine B. Le méthane est
éructé, ce qui représente une perte 2 la
fois de carbone et d’énergie pour 'ani-
mal. Pour sa nourriture, le ruminant
n'est donc pas en compétition avec
I’homme et les autres animaux mono-
gastriques et le nutritionniste devrait évi-
ter qu'il le devienne.

L’objectif de cet article est de décrire les
principaux aspects de la dégradation et
de la fermentation des glucides pariétaux
des parois végétales dans le rumen, la
cellulolyse constituant le processus
majeur de la physiologie digestive du
ruminant. Il ne s’agit pas d’une synthese
exhaustive des connaissances actuelles sur
ce sujet, mais d’une approche focalisée
sur les aspects écologiques de la cellulo-
lyse. Pour les aspects plus approfondis, le
lecteur est invité a se reporter a des
revues et ouvrages spécialisés [1-5].

Polyholosides
des parois végetales

Les polyholosides structuraux (cellulose,
hémicelluloses, substances pectiques)
constituent la forme essentielle de stoc-
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kage de Iénergie des végétaux et repré-
sentent 40 2 60 % de la matiere seche
des fourrages. La partie végétative des
plantes renferme également des poly-
osides de réserve (amidon, fructosanes,
etc.) mais ceux-ci représentent générale-
ment moins de 5 % de la matiere seche
totale [2]. On trouve également de
faibles quantités de glycoprotéines et
quelques fois de lipides complexes (cire,
cutine, subérine) [6]. Les polyholosides
structuraux sont classés empiriquement
selon leur solubilité dans différents sol-
vants d’extraction a partir des parois
végétales. Les substances pectiques, qui
se caractérisent par la présence d’une
chaine principale constituée d’unités
d’acide galacturonique lides en p1-4
(figure 1) [7], sont extraites 2 I'eau ou
avec des agents chélatants. De place en
place, la chaine linéaire est interrompue
par des unités de L-rhamnose lides aux
acides galacturoniques. Les groupements
carboxyliques sont généralement neutra-
lisés par des sels de calcium, de sodium
ou de potassium ou bien estérifiés par du
méthanol. Le squelette rhamnogalacturo-
nique porte des chaines latérales essen-
tiellement composées d’arabinose et de
galactose [6]. La concentration des sub-
stances pectiques est généralement faible
chez les graminées (moins de 1 a 4 % de
la matiere seche). Elle est plus élevée
chez les légumineuses (de 5 a 10 % de la
matiere seche) [5, 6].

Les hémicelluloses recouvrent un
ensemble assez flou de polysaccharides
qui sont solubles en milieu alcalin dilué.
Elles sont composées d’oses neutres
(D-xylose, D-mannose, D-glucose,
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Figure 1. Principaux constituants des parois végétales et enzymes qui les dégradent.

A : cellulose ; B : hémicellulose de type xylane ; C: pectines.

Constituants : Glc, glucose ; Xyl, xylose ; Ac, acétate ; Ara, arabinose ; Fer, acide férulique ; Cou,
acide coumarique ; MeGlc, acide 4-méthylglucuronique ; Gal, acide galacturonique ; Rha, rham-

nose ; M, méthyl ester.

Enzymes : 1, endoglucanase ; 2, cellobiohydrolase (cellobiosidase) ; 3, cellobiase (B-glucosidase) ;
4, xylanase ; 5, xylosidase ; 6, arabinofuranosidase ; 7, acide férulique estérase ; 8, a-glucuronida-
se ; 9, acétyl estérase ; 10, pectine lyase ; 11, polygalacturonase ; 12, pectine méthyl estérase.

Figure 1. The main components of plant cell walls and enzymes that degrade them.

D-galactose, L-arabinose) et d’acides
(acide 4-0 méthyl glucuronique et acide
glucuronique) qui sont reliés entre eux
par des liaisons B(1-4), B(1-3) ou P (1-
6) (figure 1). Toutes les hémicelluloses
sont des hétéropolymeres dont la struc-
ture est assez complexe. La nature et la
quantité d’hémicelluloses présentes dans
une paroi sont tres variables. Leurs

concentrations varient de 15 a 40 % de
la matiere séche chez les graminées et
généralement de 8 2 15 % chez les légu-
mineuses. Les xylanes sont de loin les
hémicelluloses les plus importantes des
céréales et des monocotylédones. Ils
sont composés de chaines linéaires de f
(1-4) D-xylose portant un petit nombre
de chaines latérales constituées d’arabi-
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nose, d’acide glucuronique, de galactose,
groupement acétyl, acide 4-0 méchyl
glucuronique. Selon la nature des sub-
stituants, ces polymeres seront appelés
glucuronoxylanes, arabinoxylanes ou
galactoxylanes. Les unités de xylose sont
souvent acétylées et les arabinoses peu-
vent étre estérifiés par des acides phéno-
liques. Les principales hémicelluloses
des graminées sont des xyloglucanes,
chaines linéaires de B1-4 glucose portant
latéralement par intervalles des unités
xylose dont certaines peuvent étre pro-
longées par du galactose et du fucose.
Les autres hémicelluloses rencontrées
dans les parois végérales sont des man-
nanes constitués de chaines linéaires
d’unités de mannose liées en P1-4, ou
encore des glucomannanes ou galacto-
mannanes lorsque la chaine linéaire
porte respectivement des unités glucose
ou galactose [6].

La cellulose est le matériel structural de
base des parois cellulaires des végétaux
supérieurs. C’est le polysaccharide le plus
abondant et le plus largement répandu
dans la nature ; il constitue de 20 a
50 % de la matiere seche de la plupart
des tissus végétaux [5]. Clest un homo-
polymére formé de longues chaines
linéaires d’unités D-glucose, reliées en
B1-4 (figure 1) et orientées et lides paral-
lelement. Le degré de polymérisation
peut aller jusqu’a 14 000 et ce mode de
liaison donne une grande stabilité au
polymere, car il permet |’établissement
de nombreuses liaisons intrachaines ou
entre chaines paralleles formant des fais-
ceaux, les microfibrilles. Dans certaines
zones, ces liaisons entre chaines sont plus
nombreuses, plus régulieres et organisées
en couches; ces zones cristallines sont
beaucoup plus résistantes 2 I'action des
agents chimiques ou enzymatiques que
les zones amorphes qui les séparent [6,
8]. La cellulose ne peut étre solubilisée
que par des acides forts en solution trés
concentrée (H,SO4 a 72 %).

Les parois végétales sont donc des struc-
tures complexes dont la composition
varie en fonction de l'espece botanique,
de I'age de la plante et des tissus consi-
dérés. Les différents composants sont
reliés entre eux par des liaisons cova-
lentes, ioniques ou de type hydrogene,
formant un réseau compact qui confere a
la paroi sa rigidité ainsi qu’une résistance
a la dégradation par les micro-orga-
nismes [6, 8]. Un mode¢le d’organisation
de la paroi primaire de cellules d’érable
est présenté dans la figure 2 [9]. Les
microfibrilles de cellulose sont englobées
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Figure 2. Représenta-
tion schématique de
la structure des parois
primaires d'une cellu-
le végétale (d'apres
Albersheim, 1975 et
modifié [9]).

Liaisons hydrogene

Protéine

Figure 2. Structural
diagram of primary
plant cell walls.

Liaisons ester

dans une matrice tres organisée de glyco-
protéines, pectines, hémicelluloses et
lignines. La cellulose est lide aux autres
polymeres, principalement aux xyloglu-
canes, par des liaisons hydrogene. Des
liaisons de type ester s'établissent entre
les pectines et les arabinogalactanes, tan-
dis que celles de type éther se forment
entre les résidus arabinose des xyloglu-
canes et les acides phénoliques des
lignines. Les parois végétales ne sont pas
totalement dégradées dans le rumen ; la
présence de lignine est souvent corrélée
avec une diminution de la digestibilité
des végétaux, le type et le degré de liai-
sons entre la lignine et les autres consti-
tuants pariétaux semblant représenter le
facteur limitant.

La dégradation des différents polymeres
en composés simples, utilisables comme
source d’énergie par les micro-orga-
nismes, nécessite donc 'action d’une
multiplicité d’enzymes (figure 1) hydro-
lysant les chaines de polymeéres, mais
aussi les liaisons des polymeres entre eux.
L’hydrolyse complete de la cellulose
(molécule relativement simple puisque
homopolymere linéaire de glucose) en
monomeres requiert I'action synergique
d’endoglucanases (enzymes hydrolysant
au hasard les liaisons situées a l'intérieur
des chaines), d’exoglucanases (libérant
du cellobiose, dimere de glucose, a partir
d’une extrémité de la chaine), d’oligosac-
charidases, et iz fine d’'une PB-glucosidase
(ou cellobiase) scindant le cellobiose en
deux glucoses [8]. Pour hydrolyser les
hémicelluloses de type xylanes, des

endoxylanases, exoxylanases et xylosi-
dases sont produites, mais dans ce cas,
des enzymes débranchantes de type esté-
rases sont également nécessaires (figure 1)
[7]. 1l faut souligner que l'action des
estérases est particulierement importante,
puisque ces enzymes permettent de
rompre des liaisons entre lignine et
hémicelluloses, rendant ces dernieres
accessibles aux xylanases, ce qui augmen-
te la digestibilité des parois végétales. La
dégradation des substances pectiques en
composants monomériques nécessite
I'action combinée de polygalacturonase,
pectine lyase et pectine méthylestérase
(figure 1).

Les micro-organismes du rumen posse-
dent un équipement enzymatique leur
permettant d’hydrolyser la quasi-totalité
des liaisons présentes dans les composés
pariétaux, excepté la lignine [2, 4].

Agents microbiens
responsables

de la dégradation
des parois végétales
dans le rumen

Les agents microbiens qui dégradent et
fermentent les polyholosides pariétaux
des végétaux appartiennent aux trois
communautés microbiennes majeures du
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rumen : les bactéries, les protozoaires et
les champignons.

Bactéries

Clest la flore bactérienne qui est la plus
performante pour digérer la cellulose et
la quasi-totalité de nos connaissances de
la cellulolyse ruminale repose sur I'étude
de Pactivité des bactéries cellulolytiques.
Celles-ci ont fait 'objet de nombreux
travaux depuis la mise au point par
Hungate [10] d’une technique permet-
tant la culture des anaérobies stricts.
Clest grace au développement de cette
technique performante que la connais-
sance des écosystemes anaérobies abou-
tissant 2 la dégradation de la matiere
organique a pu progresser.

Compte tenu de leur nombre dans le
rumen (107 cellules/ml) et de leur apti-
tude 2 hydrolyser la cellulose purifiée et
la cellulose des fourrages, les principales
especes bactériennes cellulolytiques du
rumen sont : Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus flavefaciens et Ruminococ-
cus albus [1, 4, 11]. Bien que quelques
souches de Butyrivibrio fibrisolvens
soient cellulolytiques, leur capacité a
dégrader la cellulose des fourrages est
faible et la contribution de cette espece
a la cellulolyse ruminale est probable-
ment mineure. Il en est de méme de
Eubacterium (initialement Cellobacte-
rium) cellulosolvens et de Clostridium
longisporum, autres especes celluloly-
tiques trouvées seulement de fagon spo-
radique [1]. Les bactéries cellulolytiques
apparaissent dans le rumen trois a
quatre jours apres la naissance de I'ani-
mal, alors que cet organe n’est pas enco-
re fonctionnel [12]. Leur implantation
n’est donc pas conditionnée par la
consommation d’aliment solide.

La fonction hémicellulolytique est plus
largement distribuée parmi la flore bacté-
rienne que la fonction cellulolytique,
comme le montre le tablean 1[13]. Il
faut distinguer trois catégories de bacté-
ries hémicellulolytiques : la premicre est
composée d’especes qui possedent une
activité dépolymérase et une activité gly-
cosidasique capables d’hydrolyser la chai-
ne principale et de couper les chaines
latérales tout en utilisant les oligosaccha-
rides et les oses libérés. Dans la deuxie-
me catégorie, les especes comme Fibro-
bacter succinogenes, par exemple,
possédent une activité polymérase mais
sont incapables d’utiliser les produits
d’hydrolyse des hémicelluloses [13, 14].
Une troisieme catégorie possede diffé-




Tableau 1

Especes bactériennes du

rumen possédant des activités

hémicellulolytiques (d’aprés Dehority et al. [13])

Type d’activité enzymatique

Dépolymérase et glycosidase

Dépolymérase

Glycosidase

Butyrivibrio fibrisolvens
Prevotella ruminicola

Ruminococcus albus*
Eubacterium ruminantium
E. uniforme

E. xylanophilus

Fibrobacter succinogenes
Ruminococcus flavefaciens*
Ruminococcus flavefaciens* Ruminococcus albus*

Ruminobacter amylophilus
Succinomonas amylolytica
Succinivibrio dextrinosolvens
Selenomonas ruminantium
Selenomonas lactilytica
Lachnospira multiparus
Streptococcus bovis
Megasphaera elsdenii

* Le type d’activité varie selon les souches.

Ruminal bacterial species with hemicellulolytic activity

rentes activités glycosidasiques et peut
utiliser les produits d’hydrolyse, mais est
dépourvue d’activité dépolymérase [13].
Plusieurs especes bactériennes possedent
une activité pectinolytique : Lachnospira
multipara, Prevotella (initialement Bacte-
roides) ruminicola et Butyrivibrio fibrisol-
vens [12], Streptococcus bovis et quelques
souches de spirochetes, mais seulement
quelques-unes d’entre elles ont été isolées
a partir de milieux sélectifs contenant de
la pectine purifiée comme seul substrat
énergétique. D’autres especes l'ont été a
partir de milieu non sélectif. Les trois
especes cellulolytiques majeures (F. succi-
nogenes, R. albus et R. flavefaciens) et
S. bovis possedent une activité dépolymé-
rase mais n'ont pas d’activité glycosida-
sique et sont donc incapables d’utiliser
les oligogalacturonides [13].

Protozoaires

La contribution des protozoaires ciliés a
la digestion de la cellulose dans le rumen
est incertaine du fait de I'impossibilité de
les obtenir en cultures axéniques [15-17].
Sur la base de la capacité d’extraits acellu-
laires de protozoaires a relarguer des oses
réducteurs a partir de cellulose cristalline
ou 'C-cellulose, la fonction celluloly-
tique a tout de méme pu étre observée
chez plus d’une douzaine d’especes de
ciliés. Cependant, dans toutes ces études
la production de cellulases par des bacté-
ries intracellulaires n’est pas a exclure.
Eudiplodinium maggii, Epidinium cauda-
tum et Ostracodinium dilobum ont été
classés comme fortement cellulolytiques ;
Metadinium affine, Eudiplodinium bovis,
Orphryoscolex caudatus et Polyplastron

multivesiculatum sont modérément cellu-
lolytiques ; Diplodinium pentacanthum est
considéré comme faiblement celluloly-
tique. D’autres especes sont également
citées comme cellulolytiques, mais sans
précision sur 'importance de leur activité
[16, 17].

Une activité enzymatique capable de
dépolymériser les hémicelluloses a été
trouvée dans des extraits acellulaires
d’une dizaine de genres de proto-
zoaires [18]. Cette activité était particu-
licrement élevée chez les especes celluloly-
tiques : P. multivesiculatum, O. dilobum,
M. affine, E. maggii, E. caudatus. Isotri-
cha spp., Dasitricha ruminantium et
diverses especes d’Entodinium ont montré
une activité plus faible. Toutes ces
especes de ciliés possedent également des
activités glycosidasiques [19]. Les sub-
stances pectiques peuvent étre dépolymé-
risées ou dégradées par plusieurs especes
de ciliés. Les protozoaires n’ont toutefois
qu’une capacité limitée a utiliser les pro-
duits d’hydrolyse formés (acide galacturo-
nique, oligogalacturonide, méthanol)
comme source d’énergie. P. multivesicula-
tum, 1. intestinalis et I. prostoma posse-
dent une activité pectinestérase et polyga-
lacturonase ; d’autres comme E. maggi,
E. bovis, E. caudatum, M. affine, Ophryos-
colex caudatus ne possédent qu’une activi-
té endopectate lyase [13, 20].
L’utilisation de moutons défaunés ou
refaunés spécifiquement a montré que la
présence des protozoaires dans le rumen
conduisait généralement a une meilleure
dégradation des hémicelluloses et de la
cellulose lorsque les animaux recevaient
un régime alimentaire a base de four-
rages alors que, avec des régimes riches
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en glucides solubles, la présence de ces
micro-organismes était plutét néfaste a
I'animal [21-23].

Champignons

Comme les bactéries cellulolytiques, les
champignons apparaissent dans le rumen
des animaux quelques jours seulement
apres la naissance, donc bien avant
I'ingestion d’aliment solide. Chez les
ruminants adultes [12] ils sont beaucoup
plus nombreux chez les animaux recevant
une ration a base de fourrages [24]. En
culture pure, les champignons sont
capables de solubiliser une grande partie
des parois végétales, fourrages, paille de
blé [25] et méme des tissus plus lignifiés
comme le bois par exemple [26]. Leur
efficacité in vitro peut étre égale ou
méme supérieure 2 celles des bactéries
cellulolytiques ou de la population
microbienne totale du rumen [27-29]. A
'exception de quelques souches de Cae-
comyces communis, tous les champignons
anaérobies du rumen sont cellulolytiques
et leurs cellulases sont parmi les plus
actives décrites jusqu’a présent. Toutes les
especes sont capables de dépolymériser les
hémicelluloses et d’utiliser les oses et les
oligosaccharides. Les champignons sem-
blent, en outre, capables de solubiliser 77
vitro une petite partie de la lignine des
lignocelluloses pariétales, mais n’utilisent
pas ce composé comme source d’éner-
gie [25]. Des activités estérasiques libé-
rant des acides phénoliques & partir des
parois végétales ont également été
décrites chez certaines espéces, notam-
ment chez Neocallimastix frontalis [30,
31]. En revanche, les champignons ne
sont pas capables de dépolymériser les
substances pectiques. /7 vivo, la contribu-
tion quantitative des champignons a la
dégradation des parois végétales est diffi-
cile 4 estimer, en partie 2 cause de
I'impossibilité de quantifier de facon
fiable la biomasse fongique du rumen.
L'utilisation d’animaux gnotobiotiques a
flore cellulolytique contrélée a permis de
montrer que la présence de deux espéces
de champignons, N. frontalis et Piromyces
communis, entrainait une augmentation
de l'activité des enzymes hydrolytiques de
la population microbienne adhérente aux
particules végétales mais, contrairement 2
ce que I'on pouvait logiquement suppo-
ser, cette augmentation n’a pas abouti a
une meilleure dégradation in sacco de la

paille de blé [32].



Localisation

des micro-organismes
fibrolytiques

dans le rumen

et stratégies d'attaque
des végétaux

La population microbienne du rumen est
répartie en trois sous-populations : la
sous-population libre dans le milieu
liquide, la sous-population fixée sur la
muqueuse du rumen et celle qui com-
prend les micro-organismes adhérents
aux particules alimentaires. C’est dans
cette derniere sous-population que l'on
trouve principalement les micro-orga-
nismes impliqués dans la dégradation des
polyholosides structuraux [4, 10].

L’adhésion des micro-organismes est un
facteur écologique essentiel dans la coloni-
sation de nombreux biotopes, quelle que
soit la nature des surfaces. Elle apparait
donc comme la premiére étape essentielle
dans le processus de la cellulolyse et de la
dégradation des aliments [4]. Les frag-
ments végétaux qui entrent dans le rumen
au moment des repas sont rapidement
colonisés par les bactéries, les champi-
gnons et les protozoaires, dont la capacité
d’adhésion permet aux micro-organismes

Figure 3. Bactérie cellulotique fixée sur des fragments végétaux. Pho-
tographie en microscopie électronique a balayage (cliché : Gaillard-

d’augmenter leur temps de présence dans
le rumen et de rendre leur action plus
efficace en concentrant les enzymes
hydrolytiques sur leur tissu cible.

La flore bactérienne fixée aux parois
végétales représente de 50 a 80 % de la
population totale ; elle est surtout consti-
tuée d’especes cellulolytiques (figure 3)
ou hémicellulolytiques. Les especes fer-
mentatives ou hydrogénotrophes, qui
ont tissé des relations trophiques avec les
bactéries hydrolytiques, sont également
étroitement associées a la paroi végétale,
I'ensemble de ces micro-organismes for-
mant un consortium autour des parti-
cules alimentaires [33]. La microflore
adhérente peut varier selon la nature du
substrat et le type de parois végé-
tales [34]. Ainsi les ruminocoques colo-
niseraient préférentiellement les frag-
ments d’herbe fraiche et F. succinogenes
les résidus de foin. R. flavefaciens serait
surtout présent sur les surfaces endom-
magées de I'épiderme, du phloe¢me et du
sclérenchyme, alors que F. succinogenes se
situerait au niveau du mésophylle [35].
Cette répartition des différentes especes
bactériennes selon les tissus végétaux
résulte d’observations pour la plupart
qualitative en microscopie électronique
et doit étre considérée avec réserve ; elles
portent sur peu d’échantillons provenant
d’un nombre restreint d’especes végé-
tales. Des compétitions pour certains
sites d’adhésion semblent exister entre les

Theix).

principales especes cellulolytiques,
notamment les deux especes de Rumino-
coccus [36]. Les mécanismes d’adhésion
ne sont pas encore élucidés. Chez les
ruminocoques, ils mettraient en jeu des
interactions de type ionique entre leur
glycocalyx (capsule glycoprotéique qui
entoure la cellule bactérienne) et la cellu-
lose. Au contraire, chez F. succinogenes
qui adheére intimement au substrat et
épouse la surface des particules alimen-
taires en cours de digestion (figure 4),
'adhésion se ferait par l'intermédiaire
d’une ou de plusieurs protéines spéci-
fiques [37-39]. On distingue deux straté-
gies d’attaque des végétaux par les bacté-
ries. L'érosion des surfaces, qui serait le
mode d’action prédominant sur les sur-
faces endommaggées, est plutoe le fait de
Fibrobacter et de Butyrivibrio alors que le
travelling, ou la surface bactérienne
s’enfonce dans la paroi végétale, serait
utilisé par les ruminocoques et occasion-
nellement par £ succinogenes [40]. Tous
les champignons sont fixés aux particules
végétales (figure 5). Ils colonisent préfé-
rentiellement les tissus lignifiés (scléren-
chyme, xyleme, faisceaux cribro-vascu-
laires, qui séjournent le plus longtemps
dans le rumen). Les zoospores, attirées
par chimiotactisme sur les particules
végétales nouvellement ingérées, se fixent
sur les tissus endommagés par la mastica-
tion et sur les stomates [25]. En ger-
mant, les spores donnent naissance a des

Figure 4. Photographie en microscopie électronique a transmission de
F. succinogenes S85 adhérant a une fibre de cellulose (x 30 400).
Coupe réalisée sur une culture sur papier filtre agée de 48 heures (cli-
ché : Gaudet G et Gaillard-Martinie B, INRA, CR de Clermont-Ferrand-

Martinie B, INRA, CR de Clermont-Ferrand-Theix).

Figure 4. Transmission electron microscope photograph of F. succinogenes

Figure 3. Cellulolytic bacteria attached to plant fragments. S85 cells bound to a cellulose fiber (x 30,400).
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Figure 5. Photographie en microscopie optique de champignons de rumen fixés sur des frag-
ments de paille. Les champignons sont marqués avec une lectine de blé (WGA) marquée au
FITC (isothiocyanate de fluorescéine) (cliché : Gaillard-Martinie B et Breton A, Laboratoire de
Microbiologie, INRA, CR de Clermont-Ferrand-Theix).

Figure 5. Light microscope photograph of ruminal fungi attached to straw fragments.

rhizoides qui pénetrent le matériel végé-
tal, provoquant une fragilisation des tis-
sus [27 et Fonty er al., résultats non
publiés]. Cette action déstructurante
s'ajoute a l'action hydrolytique impor-
tante que ces micro-organismes exercent
grice aux nombreuses enzymes qu’ils
sécretent. Ainsi, probablement a cause de
leur systeme rhizoidal filamenteux
capable de pénétrer les tissus végétaux en
profondeur, les représentants des genres
Neocallimastix, Piromyces, Orpinomyces
sont plus performants iz vitro que les
souches de Caecomyces dont les rhizoides
sont globuleux [28, 29, 41, 42]. Les rhi-
zoides permettent également aux cham-
pignons d’accéder rapidement aux glu-
cides non immédiatement disponibles
pour les bactéries. Cette action physique
des champignons pourrait donc leur faire
jouer un role écologique important 7z
vivo ; elle serait en effet susceptible de
faciliter la pénétration des enzymes fibro-
lytiques a lintérieur des tissus végétaux
ainsi que 'adhésion des bactéries cellulo-
lytiques.

Les protozoaires vivent essentiellement
dans la phase liquide du rumen. On
peut cependant trouver certaines espeéces
(Epidinium, Isotricha) fixées sur les parti-

cules alimentaires. Les ciliés peuvent
aussi s’insérer sous I'épiderme des parois
végétales partiellement dégradées, ou se
fixer par ingestion des parties fibreuses
appartenant aux grosses particules ali-
mentaires ou, encore, adhérer par la par-
tie antérieure du protozoaire. Dans les
deux premiers cas, la fixation est liée a la
prise de nourriture active du protozoaire.
Le troisieme cas est indépendant de
Iingestion. L’association des protozoaires
aux particules alimentaires est essentielle
pour leur maintien dans le rumen
puisque leur durée de division (25 a
35 heures) est en moyenne supérieure a
celle du sé¢jour des petites particules et de
la phase liquide dans le rumen. Ce com-
portement expliquerait aussi le réle actif
des ciliés dans la dégradation des ali-
ments [16, 17].

Un cas de compétition entre bactéries et
ciliés pour les sites d’adhésion a été mis
en évidence [43]. En effet, I'élimination
des protozoaires ne diminue guere la
dégradation des parois végétales, car les
bactéries cellulolytiques, en I'absence de
protozoaires, adherent en plus grand
nombre et occupent les niches laissées
libres par les protozoaires. La dégrada-
tion du matériel végétal ne dépend donc
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pas de sa seule composition chimique,
mais aussi de sa structure qui condition-
ne l'accessibilité des polyholosides aux
enzymes hydrolytiques, ainsi que la mise
en ceuvre des stratégies de colonisation
des tissus végétaux par les micro-orga-
nismes. Les tissus non lignifiés sont les
premiers colonisés alors que les tissus
lignifiés le sont rarement. La dégrada-
tion des tissus peut ainsi étre hiérarchi-
sée par ordre décroissant : mésophylle-
phlotme > ¢épiderme-parenchyme
> sclérenchyme > vaisseaux lignifiés >

xyleme [4, 6, 35].

Equipement
enzymatique

des micro-organismes
du rumen

Des études biochimiques ont montré
que les micro-organismes du rumen pro-
duisaient de nombreuses enzymes, sou-
vent associées en complexes de haute
masse molaire rendant leur isolement
es difficile [2, 44]. La description de
I'équipement enzymatique de chacune
des especes microbiennes a donc écé
abordée par le clonage des genes
d’hydrolases chez Escherichia coli. Lisole-
ment de ces genes a partir des principales
especes bactériennes cellulolytiques et
xylanolytiques (Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus albus, Ruminococcus flave-
faciens, Butyrivibrio fibrisolvens) et des
champignons du rumen (Neocallimastix
frontalis et N. patriciarum, Piromyces,
Orpinomyces) a donc été entrepris [7, 45,
46]. Récemment, cette approche a égale-
ment été utilisée pour isoler des genes
d’hydrolases a partir de protozoaires du
rumen [7].

Plus de cinquante genes ont ainsi été iso-
lés : leur séquence nucléotidique est
déterminée et les protéines pour les-
quelles ils codent sont caractérisées. Par
exemple, 19 genes de glycosyl-hydrolases
ont été clonés a partir de 4 souches diffé-
rentes de F. succinogenes ; 12 codent pour
des cellulases, 1 pour une lichénase, et
6 pour des xylanases [13, 47-51]. Des
cellulases, xylanases et autres hémicellu-
lases ont également été purifiées par voie
biochimique & partir de cultures de
F. succinogenes. Ainsi, le nombre minimal
d’enzymes pouvant participer a la dégra-
dation des parois végétales a été estimé a



24 pour la souche S85 de cette espece
bactérienne. Une grande multiplicité
d’enzymes, en particulier de cellulases,
dont certaines ont des propriétés tout a
fait similaires, peut donc étre produite
par F. succinogenes, mais le role de cha-
cune d’entre elles dans la dégradation des
parois végétales n’est pas encore connu.
Létude de la localisation de différentes
enzymes dans la cellule bactérienne [14]
permet de proposer le modele suivant
pour la dégradation de la cellulose par
F. succinogenes (figure 6) [4]. Les enzymes
hydrolysant la cellulose ou les xylanes
sont ancrées dans la membrane externe,
ou bien excrétées dans le milieu exté-
rieur. Une organisation des cellulases (et
des xylanases) en syst¢tme multienzyma-
tique a la surface bactérienne est pro-
bable, mais n’a pas été prouvée. Les oli-
gosaccharides libérés traversent la
membrane externe bactérienne et sont
clivés dans I'espace périplasmique (espace
entre les deux membranes de la paroi
bactérienne), et le glucose et le cellobiose
résultants sont transportés vers le cyto-
plasme ol ils sont métabolisés (figure 6).
Sept genes de cellulases et 1 gene de
xylanase ont été isolés de 5 souches de
R. albus, tandis que 7 genes d’endogluca-
nases et 3 de xylanases ont été clonés a
partir de 3 souches de R. flavefaciens (7,
45, 46). Par ailleurs, 3 genes de cellulases
et 6 génes d’hémicellulases (dont 3 genes
de xylanases, 2 d’estérases et 1 d’arabino-
furanosidase), isolés de 5 souches diffé-
rentes de B. fibrisolvens, ont été caractéri-
sés. Enfin, des genes d’endoglucanases et
de xylanases ont été clonés a partir de
Prevotella ruminicola, espéce bactérienne
hémicellulolytique ne dégradant pas la
cellulose mais utilisant les cellodextrines
[7, 45, 46]. Des genes de cellulases et
d’hémicellulases ont également été isolés
des champignons du rumen : 3 génes de
cellulases et 5 génes de xylanases ont été
clonés a partir de Neocallimastrix fronta-
lis ou N. patriciarum, 4 genes codant
pour des xylanases ou mannanases a par-
tir de Piromyces spp., et 4 genes de cellu-
lases et 1 de xylanase a partir d’Orpino-
myces spp. [45, 52, 53]. Deux genes de
cellulases et 2 génes de xylanases ont été
isolés de 2 especes de protozoaires du
rumen, mais ils n’ont pas encore été
caractérisés [7].

L’analyse de la séquence nucléotidique
des genes clonés montre que nombre de
ces enzymes sont organisées en différents
modules ou domaines, structuralement
et fonctionnellement indépendants.
Ainsi, on retrouve sur un méme poly-

Figure 6. Schéma des
différentes étapes de
la dégradation de la
cellulose par F. succi-
nogenes S85.

Figure 6. Schematic
diagram of different
stages of cellulose
degradation by F. suc-
cinogenes S85.
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peptide un ou plusieurs domaines cataly-
tiques, qui peuvent étre de méme spécifi-
cité ou de spécificité différente, des
domaines de liaison a la cellulose, ou
encore d’autres domaines dont la fonc-
tion n’est pas encore connue (figure 7).
Ces différents domaines sont souvent
séparés par des séquences de jonction
composées d’acides aminés particuliers
conférant une flexibilité & I'enzyme a
leur niveau [8]. Certaines enzymes de
ruminocoques ou de champignons posse-
dent, de plus, un domaine composé de
séquences répétées (ou domaine d’ancra-
ge, figure 7), qui permet leur assemblage
en complexe multienzymatique (figure 8)
[54, 55]. Peu d’enzymes caractérisées
jusqu'a présent possedent un domaine de
liaison 2 la cellulose, alors que de tels
domaines sont fréquemment présents
dans les enzymes produites par des bac-
téries cellulolytiques anaérobies strictes
d’autres écosystemes [8]. La liaison au
substrat, dans le cas des systemes rumi-
naux, est peut-étre médiée par des pro-
téines spécifiques présentes dans les com-
plexes [38, 39]. Enfin, un nombre tres
limité des enzymes purifies est actif
envers la cellulose cristalline, suggérant
qu’une organisation supramoléculaire est
nécessaire pour permettre cette activité.

De nombreux genes d’hydrolases de
micro-organismes du rumen ont été
caractérisés ces derniéres années et
d’autres sont en cours de caractérisation.
Leur analyse indique des homologies
importantes entre les enzymes produites
par différentes especes de bactériens.
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L’organisation en multidomaines montre
que ces enzymes dérivent d’un pool
ancestral de genes qui se sont dupliqués
et combinés dans des ordres différents.
Par ailleurs, la présence de plusieurs
domaines catalytiques sur une méme
enzyme, rencontrée tres fréquemment en
particulier dans le cas des xylanases pro-
duites par les micro-organismes du
rumen, ou bien I'assemblage de plusieurs
enzymes en complexe permet sans doute
une meilleure efficacité, car les produits
libérés par un domaine catalytique peu-
vent étre directement pris en charge par
le domaine adjacent. Enfin, il semble
que chaque micro-organisme produise
une panoplie complete d’enzymes, dont
certaines sont similaires au niveau 2 la
fois de la structure moléculaire et des
propriétés enzymatiques. La multiplicité
et la complexité rencontrées, tant au
niveau des enzymes qu’au niveau des
micro-organismes, conferent sans doute a
I’écosystéme rumen sa tres grande effica-
cité a dégrader les parois végérales.

Voies du métabolisme
des polyholosides
pariétaux

dans le rumen

La dégradation et la fermentation des
glucides dans le rumen conduisent a la



Figure 7. Schéma
illustrant I'organisa-
tion en domaines
des enzymes.

A: Endoglucanase CelF
de F. succinogenes. B :
Xylanase XYND de
R. flavefaciens.

DFl: domaine de fonc-
tion inconnue ; DCC :
domaine catalytique cel-
lulase ; DCX : domaine
catalytique xylanase ;
DCL : domaine cataly-
tique lichénase ; DLC:
domaine de liaison a
cellulose ; DA : domaine
d’ancrage.

Figure 7. Schematic

diagram of domaine
organization of
enzymes.

Bactérie

Complexe multi-enzymatique

Figure 8. Organisa-
tion possible d'un
complexe multienzy-
matique a la surface
d’une bactérie.
Différentes enzymes
(vert foncé) sont fixées
sur une protéine
d'assemblage (grise) qui
peut porter un domaine
de liaison a la cellulose
(DLC) et est sans doute
fixée a la membrane
bactérienne par l'inter-
médiaire d’'une ou de
plusieurs protéines (vert
clair).

Cellulose

Membrane bactérienne
Figure 8. Possible

production d’acides gras volatils (AGV),
de gaz, de chaleur et I’ATP. L’ATP pro-
duit A partir de réactions du catabolisme
transporte I'énergie nécessaire aux réac-
tions de synthese, les quantités produites
dépendant des voies métaboliques
empruntées lors des fermentations.

Les micro-organismes qui assurent la
transformation des polyholosides structu-
raux en composés assimilables par I'ani-
mal sont organisés en chaine trophique.
Les micro-organismes hydrolytiques
(bactéries, champignons, protozoaires)
dépolymérisent les polyholosides parié-
taux en oses simples (cellobiose, xylobio-
se, xylose, glucose, etc.). Ces oses sont
ensuite fermentés par les espéces « fer-
mentaires » en pyruvate principalement
selon la voie de la glycolyse (ou voie
d’Embden-Meyerhof-Parnas) puis en
AGV (figure 9) dont les principaux sont
'acétate, le propionate et le butyrate
avec production de CO, et d’'H,. Le
CO,; est ensuite réduit par 'H, en
méthane par les especes méthanogenes.

organization of mul-
tienzymatic complex
on the surface of a
bacterium.

Des mértabolites fermentaires (comme
I'éthanol, le lactate, le succinate) pro-
duits en cultures pures par de nom-
breuses espéces bactériennes ou fon-
giques ne s’accumulent pas dans le
rumen, car ils sont catabolisés par
d’autres microbes au fur et & mesure de
leur production. La production de CHj,
par réduction du CO, dans le rumen, a
un effet déterminant sur 'orientation des
fermentations et sur leur rendement en

AR

Interactions
microbiennes

Tout au long de Iévolution, les diff¢-
rentes especes microbiennes du rumen se
sont progressivement adaptées a co-exis-
ter en tissant entre elles tout un réseau
d’interactions qui conferent a I'écosyste-
me ruminal une stabilité et une efficacité
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remarquables. Ces interactions condi-
tionnent également la nature des méta-
bolites terminaux des fermentations dont
le ruminant est dépendant pour sa nour-
riture. On trouve ainsi dans le rumen
tous les genres de vie communautaire : la
compétition, le neutralisme, le commen-
salisme, le syntrophisme, 'amensalisme
et enfin la prédation. Les mécanismes de
ces interactions qui sont trés variés et
complexes peuvent étre d’ordre physiolo-
gique, nutritionnel ou métabolique [56].
Les exemples d’interactions entre les
especes impliquées dans la dégradation
des polymeres structuraux sont particu-
lierement nombreux. Seules les plus
importantes seront évoquées ici.

Interactions entre espéces
bactériennes

Interdépendance nutritionnelle

La complémentarité nutritionnelle entre
especes bactériennes se fait pour de nom-
breux facteurs. Ainsi comme on l'a vu
précédemment, les polymeres végéraux
sont dégradés sous I'action combinée de
trois grands groupes microbiens entre
lesquels se crée une véritable chaine tro-
phique. Les métabolites produits par cer-
taines especes sont utilisés comme
sources énergétiques par d’autres. Ainsi
par exemple, les oses et les acides uro-
niques libérés de I’hydrolyse de la cellu-
lose, des hémicelluloses et de la pectine
par les especes hydrolytiques servent de
sources €nergétiques et carbonées pour
les especes fermentaires qui les transfor-
ment en AGV. I faut la complémentari-
té de ces deux groupes microbiens pour
aboutir 2 la dégradation et  la fermenta-
tion des polymeres comme le montre le
tableau 2 [57].

Un autre exemple est illustré par la dépen-
dance des bactéries cellulolytiques vis-a-vis
des especes non cellulolytiques. En effer,
les cellulolytiques utilisent préférentielle-
ment 'ammoniaque comme source
d’azote et requicrent également pour leur
croissance des acides gras volatils ramifiés
(acide isovalérique, isobutyrique, 3,4
méthylbutyrique). La satisfaction de ces
besoins dépend de Pactivité des especes
microbiennes protéolytiques, uréolytiques,
peptidolytiques et de celles qui désaminent
les acides aminés (valine, leucine, isoleuci-
ne) [4]. En retour, les especes celluloly-
tiques fournissent aux autres espéces les
substrats énergétiques nécessaires a leur
croissance (figure 10). Cette dépendance
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Figure 9. Chaine trophique assurant la dégradation des polyholosides pariétaux en composés

assimilables par le ruminant.

Figure 9. Trophic chain ensuring the degradation of cell-wall polysaccharides into compounds that

can be utilized by ruminants.

des cellulolytiques vis-a-vis des autres
especes explique sans doute pourquoi
celles-ci ne peuvent s'implanter dans le
rumen d’animaux gnotobiotiques inoculés
avec un nombre restreint d’especes ou de
souches non cellulolytiques [58, 59]. De
nombreux exemples de synergic ou de
compétition entre especes ou souches bac-
tériennes hydrolytiques ont été mis en évi-
dence dans la dégradation des polymeres
pariétaux [13]. Le résultat de ces interac-
tions varie non seulement selon les especes
ou les souches considérées, mais également

selon lorigine et la nature du substrat.
Ainsi, par exemple, deux souches qui agis-
sent en synergie dans la dégradation des
hémicelluloses d’un fourrage donné peu-
vent étre antagonistes et interagir négative-
ment dans la dégradation des hémicellu-
loses provenant d’un autre type de
fourrage.

L'utilisation de produits intermédiaires
du métabolisme des polyholosides résulte
d’autres interactions qui sont d’une
importance fondamentale dans le rumen.
Ainsi, le succinate est décarboxylé en

Tableau 2

Synergisme entre une souche de Ruminococcus flavefaciens et une
souche de Prevotella ruminicola dans la dégradation des hémicelluloses et

de la pectine (d’aprées Dehority [57])

Espéces Pourcentage de dégradation = Pourcentage d’utilisation
Hémicelluloses

Prevotella ruminicola 5,0 6,1
Ruminococcus flavefaciens 61,0 0

Culture mixte 70,3 67,2

Pectines

Prevotella ruminicola 1,0 2,6
Ruminicoccus flavefaciens 35,5 8,1

Culture mixte 52,5 53,0

Synergy between a Ruminococcus flavefaciens strain and a Prevotella rumini-

cola strain in hemicellulose and pectin degradation
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propionate par Selenomonas ruminan-
tium. La majeure partie du propionate
formé dans le rumen résulte de ce type
d’interaction. De nombreuses especes
dominantes du rumen produisent du
succinate comme métabolite principal de
la fermentation des glucides. Cest le cas
de P. ruminicola qui fermente les hémi-
celluloses, de R. flavefaciens et de F. suc-
cinogenes, deux especes cellulolytiques
majeures. En revanche, mis a part
S. ruminantium, peu d’especes sont
capables de décarboxyler [1]. Les interac-
tions entre espéces productrices de succi-
nate et S. ruminantium sont extréme-
ment importantes dans le rumen en
raison du rdle du propionate, seul sub-
strat précurseur de la néoglucogenese
chez 'animal [4, 56]. Le lactate, produit
par plusieurs especes bactériennes et par
toutes les especes fongiques, ne s’accu-
mule pas dans le rumen. Il est métaboli-
sé en propionate principalement par
Megasphaera elsdenii. Cette interaction
évite I'acidification du biotope. En
revanche le déséquilibre entre la produc-
tion et son utilisation conduit a 'acidose
lactique [4, 56]. Le formiate, produit du
métabolisme de plusieurs especes bacté-
riennes (notamment R. flavefaciens) et de
toutes les especes fongiques, est rapide-
ment utilisé par les especes méthano-
génes comme source d’hydrogene et de

CO, [60].

Transfert interspécifique d’hydrogéne
La majeure partie de I'hydrogene issu de
la fermentation des glucides est immé-
diatement utilisée par les especes archaea
méthanogenes pour réduire le CO, en
méthane. Ce transfert d’hydrogene méta-
bolique entre especes productrices et
especes hydrogénotrophes (appelé trans-
fert interspécifique d’hydrogene) est fon-
damental dans le fonctionnement des
écosystemes anaérobies.

L’'une des conséquences les plus impor-
tantes de ces interactions est la déviation
des voies métaboliques de fermentation.
En effet, la plupart des micro-organismes
utilisent la voie d’Embden-Meyerhof-
Parnas pour oxyder les oses en pyruvate.
Au cours de cette glycolyse le NAD, co-
enzyme assurant le transport d’électrons,
est réduit en NADH. Pour que la fer-
mentation puisse se poursuivre, le NAD,
qui est en quantité limitée dans la cellule
bactérienne, doit étre régénéré. La straté-
gie de réoxydation du NADH en NAD
varie selon les espéces microbiennes
(figure 11) [61]. Le résultat de ces straté-
gies est la production de composés
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Figure 11. NADH oxy-
dation strategies of
ruminal microorga-
nisms in pure culture.

redutts. Certames especes forment du
buryrate, d'autres du succinate qui est
ensuite décarboxylé en propionate,
d’autres produisent du lactate et enfin
quelques-unes produisent de I’éthanol.
Le lactate et I'éthanol qui sont trouvés
dans les cultures pures de ces especes ne
sont pas détectés dans le rumen en rai-
son du transfert interespeces d’hydrogene
qui dévie le métabolisme des especes fer-
mentaires selon un mécanisme mainte-
nant bien élucidé. Ainsi, la bactérie cel-
lulolytique R. albus forme de I’éthanol,
de I'acétate, de I'H, et du CO, en
monoculture, alors qu’elle ne produit pas
d’éthanol lorsqu’elle est co-cultivée avec
une espece méthanogene (tableau 3 et
figure 12) [61]. R. albus possede I'équipe-
ment enzymatique nécessaire (ferrodoxi-
ne oxydo-réductase et hydrogénase) pour
réoxyder NADH en NAD et H,, mais
cette réaction n’est possible qu’a tres
faible pression partielle en H,
(104 atmosphere) et sera donc rapide-
ment inhibée dés que I'hydrogene s’accu-
mulera (en monoculture), la bactérie
régénérant le NAD en produisant de
I’éthanol a partir de I’acétyl-SCoA.
Lorsque R. albus est en présence de

mcthanogenes, H, ne s’accumule pas
puisqu'’il est utilisé des sa formation pour
former du CHy, le NAD est complete-
ment régénéré par la ferredoxine oxydo-
réductase, et 'acétyl-SCoA est totalement
transformé en acétate. En présence de
méthanogenes, ce qui est le cas dans le

rumen, R. albus formera donc essentielle-
ment de 'acétate 2 partir de la cellulose.
Le rendement énergétique de la fermen-
tation est ainsi amélioré et la synthese
microbienne augmentée [61].

Dans le rumen, de nombreuses espéces
microbiennes produisent de I’hydrogene
et vont donc interagir avec les méthano-
genes. Clest le cas particulierement de
R. flavefaciens et R. albus. Outre la dévia-
tion du métabolisme, 'activité des
micro-organismes cellulolytiques est
accrue en présence des méthanogenes.
Cet effet synergique des méthanogenes
sur la cellulolyse, mis en évidence iz
vitro, a également été observé in vivo
dans le rumen d’agneaux gnotobiotiques
hébergeant des flores cellulolytiques et
hydrogénotrophes contrélées [62]. Des
especes bactériennes autres que les
méthanogenes sont hydrogénotrophes.
Les especes hydrogénotrophes acétogenes
produisent de 'acétate par réduction du
CO,. In vitro, leurs co-cultures avec les
especes productrices d’H, sont stables et
leurs effets similaires 3 ceux des métha-
nogenes [63]. In vivo, toutefois, leur role
dans I'utilisation de I'hydrogene est limi-
té en raison du faible niveau de leurs
populations et de leur affinité réduite
pour H,, par rapport aux méthanogenes.
La compétition vis-a-vis des méthano-
genes leur est donc défavorable. L’acéto-
genese réductrice constitue toutefois une
voie alternative potentielle 2 la méthano-
genese qui mériterait d’étre optimisée si
I'on souhaite réduire les émissions de
méthane par les ruminants et ainsi orien-
ter les fermentations du rumen dans un

Tableau 3

Métabolites terminaux de la fermentation de la cellulose par
Ruminococcus albus en monoculture et en co-culture avec I'espéce
méthanogéne Methanobrevibacter smithii (d’aprés Miller [61])

Quantité produite (mol/100 mol d’héxose fermenté)

Métabolites R. albus R. albus + M. smithii
Acétate 89 +6 151+ 10
Ethanol 81+9 22+2
Formate 14 +4 0

CoO, 156 + 3 98 £ 7

CH,4 75+ 5

H, 140 = 13 0

End-products of cellulose fermentation by Ruminococcus albus monocultures
and cocultures with the methanogenic §pecies Methanobrevibacter smithii
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INHIBITION

Figure 12. Produits
de fermentation de
R. albus en monocul-
ture et en co-culture
avec une espéce
méthanogeéne.
Produits formés dans
la monoculture de
R. albus [61].

Figure 12. Fermenta-
tion products of Rumi-
nococcus albus mono-
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cultures and cocultures
with a methanogenic
species.

sens plus favorable a la fois pour I'animal
et pour I'environnement [61, 64].

Autres types d’interactions
Récemment [65] on a montré que la
croissance de R. flavefaciens FD1 sur cel-
lobiose et sur cellulose était inhibée 7n
vitro par R. albus 8, suite a la sécrétion
d’une bactériocine par R. albus 8. Cette
bactériocine n’est pas active a I'égard de
F. succinogenes S85.

Interactions
bactéries/protozoaires

L’interaction la plus évidente entre les
protozoaires ciliés et les bactéries est la
relation prédateur-proie, mais il existe
également des interactions métaboliques
interespeces spécifiques [66].

Les bactéries constituent pour les proto-
zoaires la source principale de consti-
tuants azotés. Les ciliés ingerent les bac-
téries, dans certains cas sélectivement, a
des taux pouvant atteindre 10° cellules
par protozoaire et par heure [16, 17]. Le
taux d’ingestion des bactéries dépend de
espece et est affecté par la quantité et
les caractéristiques physiques des bacté-
ries disponibles, le statut nutritionnel des
protozoaires et les conditions environne-
mentales telles que le pH et la concen-
tration saline [16, 17]. Les bactéries
ingérées sont digérées dans les vésicules
cytoplasmiques. La prédation des bacté-
ries et le relargage des produits de leur
digestion par les protozoaires conduisent
a un important recyclage du carbone et
de l'azote bactérien dans I'écosysteme.
En raison de cette activité prédatrice, la
population bactérienne chez les animaux
hébergeant des protozoaires est de 50 a
90 % inférieure a celle des animaux

défaunés. Les proportions des especes
bactériennes dominantes du rumen diffe-
rent également entre animaux faunés et
défaunés [16]. L’élimination des proto-
zoaires améliore I'efficacité de la synthese
microbienne nette (g de cellules bacté-
riennes produites par unité de matiere
seche digérée) et augmente le flux de
protéines microbiennes qui sort du
rumen. Certaines bactéries ingérées ne
sont pas dégradées ; elles sont enfermées
dans des vésicules cytoplasmiques et
transitent sans étre altérées dans le syste-
me digestif pour étre ensuite expulsées.

La nature des interactions entre le proto-
zoaire et les bactéries symbiotiques libres
n'est pas connue; les bactéries intracellu-
laires doivent cependant avoir un réle non
négligeable dans le métabolisme des com-
posés solubles ingérés par le protozoaire et
doivent participer a la digestion intracellu-
laire du matériel végétal ingéré [16, 17].

De nombreux ciliés du rumen possedent
des bactéries fixées sur leur surface exter-
ne (figure 13) [66]. La proportion de
protozoaires colonisés et I'étendue de la
colonisation sont tres variables : des ecto-
biontes sont présents sur 60 % des
P. multivesiculatum et Eu. maggii, alors
que seulement 25 et 15 % des cellules de
Epidinium caudatum et de Entodinium
spp- sont colonisées [66]. Le nombre de
bactéries fixées sur la surface des ciliés
varie de 15 a 60 cellules bacté-
riennes/200 u? [67], sur base de I'identi-
fication par immunofluorescence de
Streptococcus bovis et Ruminococcus albus
dans la population adhérente. D’autres
auteurs concluent cependant que la tota-
lit¢“de la population bactérienne adhé-
rente aux protozoaires ciliés serait consti-
tuée  essentiellement  d’especes
méthanogenes [68]. Des interactions
métaboliques se seraient tissées entre ces
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Figure 13. Photographie en microscopie
électronique a balayage montrant des
archaea méthanogénes fixées sur un proto-
zoaire du rumen (Eudiplodinium maggii) (cli-
ché : Williams AG et Joblin KN [66]).

Figure 13. Scanning electron microscope photo-
graph showing methanogenic archaea attached
to a ruminal protozoan (Eudiplodinium maggii).

ectobiontes méthanogenes et les ciliés, les
deux partenaires bénéficiant ainsi d’un
transfert interespéces d’hydrogene parti-
culierement efficace. La conséquence
majeure de cette interaction métabolique
est, comme pour les bactéries, la dévia-
tion du profil métabolique du cilié. Ainsi
la production de lactate et de butyrate
par [sotricha est inhibée en présence de
méthanogenes et il n’y a pas accumula-
tion d’hydrogene. Les méthanogenes qui
sont extrémement sensibles a 'oxygene
[66] sont protégés en présence de proto-
zoaires aérotolérants qui ont la capacité
d’utiliser cet oxygene:

Interactions protozoaires-
champignons

Dans le rumen, les champignons anaéro-
bies, tout comme les protozoaires ciliés,
sont étroitement associés au matériel
végétal. Ces deux groupes microbiens
peuvent donc potentiellement interagir.
Les résultats d’études récentes montrent
que la taille des populations fongiques
est affectée par les activités des proto-
zoaires. Des protozoaires sont souvent
observés sur le matériel végétal au niveau
des sites de fixation des sporocystes




matures des champignons, ce qui laisse
supposer qu’ils peuvent se nourrir de
zoospores lorsque celles-ci sont libé-
rées [66]. Bien qu'il n’existe pas de preu-
ve directe de la prédation des zoospores
fongiques par les protozoaires, il a été
montré que le nombre de zoospores dans
le rumen est augmenté chez les animaux
défaunés [69]. Dans certains cas, toute-
fois, le nombre de zoospores est resté
inchangé ou a légérement augmenté au
moment de la refaunation [70].

La colonisation fongique des fragments
végétaux, estimée par le nombre de spo-
rocystes fixés, est plus élevée chez des ani-
maux sans protozoaires recevant diffé-
rents régimes a base de paille que chez
des animaux faunés [69]. De plus, la
défaunation réduit in vitro d’environ
50 % le taux de renouvellement des pro-
téines fongiques [66]. Les protozoaires
possédent des enzymes chitinolytiques et
des études en microscopie électronique 2
balayage ont révélé que P. multivesicula-
tum, Eu. maggii et Entodinium sp. ingé-
raient des rhizoides fongiques et occa-
sionnellement des sporocystes (figure 14),
qui sont ensuite digérés. Il est donc
manifeste que les ciliés du rumen
influencent le développement et modi-
fient les activités de la biomasse fongique
dans le rumen. Plusieurs interactions
champignons-protozoaires ont également
été mises en évidence 7z vitro; ainsi une
population mixte de ciliés entodinio-
morphes réduit fortement la cellulolyse
fongique [25]. Cette inhibition de la cel-
lulolyse par le champignon pourrait étre
expliquée par un effet direct des ciliés sur
I'activité de certaines enzymes fongiques.

Interactions champignons-
bactéries

Les champignons anaérobies du rumen
sont fortement producteurs d’hydrogene
et vont donc interagir avec les bactéries
hydrogénotrophes. Des cocultures stables
ont été établies in vitro entre archaea
méthanogenes et diverses espéces fon-
giques ; cette association conduit 3 une
augmentation de la vitesse d’hydrolyse
de la cellulose, de la quantité de cellulose
dégradée ainsi que de la biomasse fon-
gique [42, 71-74].

Le lactate produit par toutes les especes
de champignons n’est plus retrouvé
dans leurs co-cultures avec une souche
de Selenomonas ruminantium, bactérie
capable d’utiliser ce métabolite ; cepen-
dant la production de lactate par les

Summary

EcololgTical aspects of the degradation and fermentation of polysaccha-
rides from plant cell walls within the ruminal ecosystem
G. Fonty, E. Forano

Ruminant and non-ruminant herbivores occupy a unique ecological niche
among mammals as they can use green plants as sole food source. Energy
in green plants or forage is primarily stored in the form of structural poly-
saccharides, cellulose, hemicelluloses and pectin. In the rumen, 40-80% of
these polymers are degraded and fermented into compounds (volatile fatty
acids) that can be utilized by the host, carbon dioxide, and methane, by an
extremely abundant microbial population composed of several species of
strictly anaerobic bacteria, ciliate protozoa and fungi organized in a trophic
chain. The different microbial species have specialized and sometimes nar-
row-ranging metabolic functions, but their diversity allows them to overlap
and substitute for each other. Cellulolytic, hemicellulotic and pectinolytic
species have extremely complex enzymatic equipment to hydrolyse almost
all chemical linkages present in plant cell-wall polymers except lignin.
During evolution, a multiplicity of complex interrelationships have been
established between the different microbial species. These metabolic inter-
actions ensure the stability and efficiency of the ruminal ecosystem. Inter-
species transfer of hydrogen is crucial, as it controls the activity and orien-
tation of metabolic fermentation pathways of fibrolytic hydrogen-producing
microbial species.
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champignons est également réduite de
80 a 85 % en présence d’une souche
non utilisatrice [75]. Les métabolites
terminaux de la fermentation de la cel-
lulose par les champignons en présence
de S. ruminantium sont le formate,
acétate, le propionate et le CO, [42].
Les champignons du rumen interagis-
sent également avec les bactéries cellulo-
lytiques. Les cocultures de N. frontalis
avec R. albus ou R. flavefaciens sont
moins efficaces dans la dégradation de
la cellulose du papier filtre ou de la
paille que la monoculture fongique.
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Certe inhibition est due & une protéine
relarguée dans le milieu de culture par
la bactérie [76]. En revanche, en pré-
sence de F. succinogenes, autre espéce
bactérienne cellulolytique majeure du
rumen, l'activité fibrolytique des cham-
pignons n’est pas affectée [41]. N. fron-
talis peut également étre associé en co-
culture avec des especes bactériennes
utilisant uniquement les glucides
simples [74, 77]. En présence de Succi-
nivibrio dextrinosolvens, espéce utilisant
des oligosaccharides, la quantité d’hémi-

Figure 14. Eudiplodi-
nium maggii ingérant
des rhizoides et des
sporanges de champi-
gnons du rumen (cli-
ché: Williams AG et
Joblin KN [66]).

Figure 14. Eudiplodi-
nium maggii ingesting
rhizoids and fungal
sporangia in the
rumen.



cellulose dégradée par les champignons
est augmentée de 35 a 75 % [76].

Interactions entre especes
de protozoaires

Les protozoaires ont tissé entre eux de
nombreuses interactions mais 'impossi-
bilité de les cultiver 77 vitro n’a pas per-
mis I'étude analytique de ces interactions
et les mécanismes qui les sous-tendent
sont encore largement inconnus. Les
relations entre especes de ciliés ont été
essentiellement étudiées 7z vivo chez des
animaux défaunés, puis refaunés spécifi-
quement avec certaines especes [21; 22,
56, 78]. Selon les régimes et les especes
en présence, les relations peuvent étre
trés différentes. Ainsi, par exemple, avec
un régime de foin seul, il n’y a pas de
compétition réelle entre Polyplastron et
Entodinium. En revanche, avec un régi-
me luzerne-orge (40/50), la compétition
pour le substrat tourne au profit de Poly-
pla:tran, avec une prédation importante
de Polyplastron sur Entodinium. La com-
binaison de ces deux facteurs fait que, si
ces deux genres sont seuls en présence, la
compétition aboutit a 'exclusion de
Entodinium. Lorsqu’ils sont présents
simultanément au sein d’une faune com-
plexe, leurs relations sont différentes car
d’autres espéces sont alors en compéti-
tion avec Polyplastron pour le sub-
strat [78].

Le cannibalisme de certaines especes et la
compétition pour 'utilisation des sub-
strats semblent étre a l'origine de nom-
breuses incompatibilités entre ciliés. Des
observations déja anciennes avaient
conduit Eadie [79] a classer les proto-
zoaires en trois types selon leur affinité a
vivre ensemble dans des conditions natu-
relles. Le mélange des ciliés de type A
(P. multivesiculatum, Diploplastron affine,
Ophryoscolex tricorunatus) et de type B
(Eu. maggii, Epidinium sp., Eremoplas-
tron sp., Ostracodinium) est instable et
conduit 2 I'élimination de ces derniers.
Les especes communes (Entodinium sp.,
Istrocha sp., D. ruminantium) co-existent
entre elles et se rencontrent en mélange

avec les ciliés de type A et B.

Conclusion

La diversité des communautés micro-
biennes qui peuplent le rumen ainsi que
la diversité des inter-relations que les

especes microbiennes ont tissé entre elles
tout au long de I'évolution assurent a cet
écosysteme une stabilité remarquable et
une grande efficacité dans la dégradation
des composés lignocellulosiques. La
dégradation des polyholosides structu-
raux n’est cependant pas toujours opti-
male. Son efficacité dépend de trés nom-
breux facteurs abiotiques (pH, origine et
caractéristiques anatomiques et structu-
rales du matériel végétal ingéré, interac-
tions entre les constituants de la ration,
etc.) et biotiques (caractéristiques physio-
logiques de souches microbiennes, condi-
tions de synthese des enzymes, interac-
tions entre les différentes especes, etc.).
La grande stabilité de I'écosysteme fait
que les voies permettant d’optimiser la
digestion ruminale des parois végétales
sont probablement tres étroites ; néan-
moins, cette possibilité existe, comme le
montre I'ajout a la ration alimentaire de
certaines substances (composés chi-
miques ayant un pouvoir tampon élevé,
probiotique stimulant la croissance des
micro-organismes, etc.) Un probiotique
constitué d’une souche de Saccharomyces
cerevisiae stimule 7n vitro I'activité cellu-
lolytique de V. frontalis, champignon du
rumen, ainsi que la capacité des souches
hydrogénotrophes acétogenes a utiliser
H,-CO,; pour produire de I'acétate ; elle
évite in vivo une diminution trop impor-
tante du pH et les risques d’acidose avec
des rations riches en céréales en stimu-
lant les especes capables d’utiliser I'acide
lactique [80-83]. Ce probiotique peut
donc ainsi favoriser la cellulolyse. L'opti-
misation de la cellulolyse et, d’une
maniere plus générale, I'orientation des
fermentations dans le rumen ne pour-
ront étre obtenues qu’au prix d’une par-
faite connaissance de I'écologie et de la
physiologie des micro-organismes du
rumen ainsi que des mécanismes qui
régissent leurs inter-relations. Ces
connaissances progressent rapidement, en
particulier grice a I'analyse moléculaire
des systemes enzymatiques, a I'utilisation
d’outils moléculaires a haute résolution
pour détecter et différencier les popula-
tions microbiennes et au développement
de techniques permettant la quantifica-
tion des échanges interespeces [84-85] M

Références

1. Stewart CS, Flint HJ, Bryant MP. The rumen
bacteria. In: Hobson PN, Stewart CS, eds. The
rumen microbial ecosystem. London : Blackie
Academic and Professional, 1997 : 10-72.

Cahiers Agricultures 1999 ; 8 : 21-35

2. Chesson A, Forsberg CW. Polysaccharides
degradation by rumen microorganisms. In:
Hobson PN, Stewart CS, eds. The rumen micro-
bial ecosystem. London : Blackie Academic and
Professional 1997 : 329-81.

3. Fonty G, Gouet P. Plant cell wall degradation
by anaerobic fungi. In: Prins RA, Stewart CS,
eds. Microorganisms in ruminant digestion.
Nottingham : University Press, 1994 : 97-112.

4. Fonty G, Jouany JP, Forano E, Gouet P.
L'écosysteme microbien du réticulo-rumen. In:
Jarrige R. et al. Nutrition des ruminants domes-
tiques-Ingestion et digestion. Paris : INRA Edi-
tions, 1995 : 299-347.

5. Van Soest PJ. Nutritional ecology of the
ruminant. Covallis: OR: O et B Books, 1982, 6-
373.

6. Jarrige R, Grenet E, Demarquilly C, Besle JM.
Les constituants de |'appareil végétal des
plantes fourrageres. In : Nutrition des ruminants
domestiques-Ingestion et digestion. Paris : INRA
Editions, 1995 : 25-81.

7. Selinger, Forsberg CW, Cheng KJ. The
rumen : a unique source of enzymes for enhan-
cing livestock production. Anaerobie 1997 ; 2:
263-84.

8. Tomme P, Warren RAJ, Gilkes NR. Cellulose
hydrolysis by bacteria and fungi. Adv Microb
Physiol 1995 ; 37 : 1-81.

9. Albersheim P. The walls of growing plant
cell. Sci Am 1975 ; 232 : 81-95.

10. Hungate RE. A roll tube method for cultiva-
tion of strict anaerobes. In: Norris JB, Ribbens
DW, eds. Methods in microbiology. New York,
London : Academic Press 1969 ; 313 : 117-32.

11. Fonty G, Forano E, Gaudet E, Komisarczuk S,
Gouet P. Données nouvelles sur les bactéries
cellulolytiques du rumen. Reprod Nutr Develop
1988 ; 28 : 19-32.

12. Fonty G, Gouet P, Jouany JP, Senaud J.
Establishment of the microflora and anaerobic
fungi in the rumen of lambs. J Gen Microbiol
1987 ; 133 : 1835-43.

13. Dehority BA. Microbial ecology of cell wall
fermentation. In: Jung HG, et al., eds. Forage
cell wall structure and digestibility. Madison :
ASA-CSSA-SSSA, 1993 : 425-53.

14. Forsberg CW, Gong J, Malburg LM Jr,
Zhu H, lyo A, Cheng KJ, Krell PJ, Phillips JP.
Cellulases and hemicellulases of Fibrobacter
succinogenes and their role in fibre digestion.
In: Shimada K, et al., eds. Genetics, biochemis-
try and ecology of lignocellulose degradation.
Tokyo : Uni Publishers Co, LTD, 1994 : 125-36.

15. Bonhomme A, Fonty G, Senaud J. Essai
d’obtention et de survie de ciliés entodinio-
morphes du rumen en cultures axéniques. Ann
Microbiol Inst Pasteur 1982 ; 133 : 335-41.

16. Williams AG, Coleman CS. The rumen pro-
tozoa. New York : Springer-Verlag. 1991 ; 1-423.

17. Williams AG, Coleman GS. The rumen pro-
tozoa. In: Hobson PN, Stewart CS, eds. The
rumen microbial ecosystem. London : Blackie
Academic and Professional, 1997 : 73-139.

18. Williams AG, Coleman CS. Hemicellulose-
degrading enzymes in rumen ciliate protozoa.
Curr Microbiol 1985 ; 12 : 85-90.

19. Williams AG, Withers SE, Coleman CS. Gly-
coside hydrolases of rumen bacteria and proto-
zoa. Curr Microbiol 1984 ; 10 : 287-94.




20. Orpin CG. The role of ciliate protozoa and
fungi in the rumen digestion of plant cell walls.
Anim Feed Sci Technol 1984 ; 10 : 121-43.

21. Jouany JP. Defaunation of the rumen. In:
Jouany JP, ed. Rumen microbial metabolism
and ruminant digestion. Paris: INRA Editions,
1991 : 239-61.

22. Jouany JP, Demeyer DI, Grain J. Effect of
defaunating the rumen. Anim Feed Sci Technol
1988 ; 21: 229-65.

23. Jouany JP, Ushida K. Plant cell wall degra-
dation by rumen protozoa. In: Prins RA, Ste-
wart CS, eds. Microorganisms in ruminant
digestion. Nottingham : Nottingham University
Press, 1994 : 69-78.

24. Fonty G, Grenet E. Effects of diets on the
fungal population of the digestive tract of rumi-
nants. In: Mountfort DO, Orpin CG, eds. Anae-
robic fungi-biology, ecology and functions. New
York : Marcel Dekker Inc., 1994 : 229-39.

25. Fonty G, Joblin KN. Rumen anaerobic fungi :
their role and interactions with other rumen
microorganisms in relation to fiber digestion.
In : Physiological aspects of digestion and meta-
bolism in ruminants. San Diego : Academic
Press. Inc., 1991 : 655-79.

26. Joblin KN, Naylor GE. Fermentation of
wood by rumen anaerobic fungi. FEMS Micro-
biol Lett 1989 ; 65 : 111-22.

27. Akin DE, Lyon CE, Whindham WR,
Rigsby LL. Physical degradation of lignified tis-
sues by ruminal fungi. Appl Environ Microbiol
1989 ; 53 : 1987-96.

28. Roger V, Bernalier A, Grenet E, Fonty G,
Jamot J, Gouet P. Degradation of wheat straw
and maize stem by a monocentric and a poly-
centric rumen fungi, alone or in association
with rumen cellulolytic bacteria. Anim Feed Sci
Technol 1993 ; 42 : 69-82.

29. Roger V, Grenet E, Jamot J, Bernalier A,
Fonty G, Gouet P. Degradation of maize stem
by two rumen fungal species, Piromyces com-
munis and Caecomyces communis, in pure cul-
tures or in association with cellulolytic bacteria.
Reprod Nutr Develop 1992 ; 32 : 321-9.

30. Borneman WS, Ljundahl LC, Hartley RD,
Akin DE. Purification and partial characterization
of two feruloyl esterases from the anaerobic
fungus Neocallimastix strain MC-2. Appl Envi-
ron Microbiol 1992 ; 58 : 3762-6.

31. Giraud |, Besle JM, Fonty G. Hydrolysis and
degradation of esterified phenolic acids from
maize cell wall by rumen microbial species. In:
Evolution of the rumen microbial ecosystem.
Joint RRI-INRA Rumen Microbiology Sympo-
sium. Aberdeen, 1997, March 20-21.

32. Fonty G, Williams AG, Bonnemoy F,
Withers SE, Gouet P. Effect of anaerobic fungi
on glycoside hydrolase and polysaccharide
depolymerase activities, in sacco straw degra-
dation and volatile fatty acid concentrations in
the rumen of gnotobiotically reared lambs.
Reprod Nutr Develop 1995 ; 35 : 329-37.

33. Stewart CS. Plant animal and microbial
interactions in ruminant fibre degradation. In:
Prins RA, Stewart CS, eds. Microorganisms in
ruminant digestion. Nottingham : Nottingham
University Press, 1994 : 13-28.

34. Akin DE. Evaluation by electron microscopy
and anaerobic culture of types of rumen bacte-
ria associated with digestion of forage cell
walls. Appl Environ Microbiol 1980 ; 39 : 242-52.

34

35. Latham MJ, Brooker BE, Pettipher GL,
Harris PJ. Adhesion of Bacteroides succino-
genes in pure culture and in the presence of
Ruminococcus flavefaciens to cell walls in
leaves of perennial rye grass (Lolium perenne).
App! Environ Microbiol 1978 ; 35 : 1166-73.

36. Mosoni P, Fonty G, Gouet P. Competition
between ruminal cellulolytic bacteria for adhe-
sion to cellulose. Curr Microbiol 1997 ; 35 : 44-7.

37. Roger V, Fonty G, Komisarczuk-Bony S,
Gouet P. Effects of physicochemical factors on
the adhesion to cellulose avicel of the ruminal
bacteria Ruminococcus flavefaciens and Fibro-
bacter succinogenes subsp. succinogenes. Appl
Environ Microbiol 1990 ; 53 : 3081-6.

38. Gong J, Egbosimba EE, Forsberg CW. Cellu-
lose-binding proteins of Fibrobacter succino-
genes and the possible role of a 180-kDa cellu-
lose-binding glycoprotein in adhesion to
cellulose. Can J Microbiol 1996 ; 42 : 453-60.

39. Mitsumori M, Minato H, Sekizaki T, Ushida I,
Ito H. Cloning, nucleotide sequence and expres-
sion of the gene encoding the cellulose-binding
protein 1 (CBP1) of Fibrobacter succinogenes
S85. FEMS Microbiol Lett 1996 ; 139 : 43-50.

40. Cheng KJ, Stewart CS, Dinsdale D, Coster-
ton JW. Electron microscopy of bacteria invol-
ved in the digestion of plant cell walls. Anim
Feed Sci Technol 1983/1984 ; 10 : 93-120.

41. Bernalier A, Fonty G, Bonnemoy F, Gouet P.
Degradation and fermentation of cellulose by
the rumen anaerobic fungi in axenic cultures or
in association with cellulolytic bacteria. Curr
Microbiol 1992 ; 25 : 143-8.

42. Bernalier A, Fonty G, Gouet P. Cellulose
degradation by two rumen anaerobic fungi in
monoculture or in coculture with rumen bacte-
ria. Anim Feed Sci Technol 1991 ; 32 : 131-6.

43. Newbold CJ, Griffin PW, Wallace RJ. Interac-
tions between rumen bacteria and ciliate proto-
zoa in the attachment to barley straws. Lett
Appl Microbiol 1989 ; 8 : 63-6.

44. White BA, Mackie RI, Doerner KC. Enzymatic
hydrolysis of forage cell walls. In: Jung HG, et
al., eds. Forage cell wall structure and digestibi-
lity. Madison : ASA-CSSA-SSSA, 1993 : 455-84.

45. Forano E, Broussolle V, Durand R. Degrada-
tion of plant cell wall polysaccharides by rumen
bactefia and fungi. Ann Zootech 1996 ; 5 :
291-5.

46. Flint HJ. Molecular genetics of obligate
anaerobes from the rumen. FEMS Microbiol
Lett 1994 ; 121 : 259-68.

47. Broussolle V, Forano E, Gaudet G, Ribot Y.
Gene sequence and analysis of protein domains
of EGB, a novel family E endoglucanase from
Fibrobacter succinogenes. FEMS Microbiol Lett
1994 ; 124 : 439-47.

48. lyo AH, Forshberg CW. Endoglucanase G from
Fibrobacter succinogenes S85 belongs to a class
of enzymes characterized by a basic C-terminal
domain. Can J Microbiol 1996 ; 42 : 934-43.

49. Bera C, Broussolle V, Forano E, Gaudet G.
Gene sequence analysis and properties of EGC,
a family E (9) endoglucanase from Fibrobacter
succinogenes BL2. FEMS Microbiol Lett 1996 ;
136 : 79-84.

50. Malburg LM Jr, lyo AH, Forsberg CW. A
novel family 9 endoglucanase gene (celD),
whose product cleaves substrates mainly to
glucose, and its adjacent upstream homolog
celE, from Fibrobacter succinogenes. Appl Envi-
ron Microbiol 1996 ; 62 : 898-906.

Cahiers Agricultures 1999 ; 8: 21-35

51. Malburg SRC, Malburg LM Jr, Liu T, lyo AH,
Forsberg CW. Catalytic properties of the cellulo-
se-binding endoglucanase F from Fibrobacter
succinogenes S85. Appl Environ Microbiol
1997 ; 63 : 2449-53.

52. Ali BRS, Zhou L, Graves FM, Freedman RB,
Black GW, Gilbert HJ, Hazlewood GP. Cellulases
and hemicellulases of the anaerobic fungus
Piromyces constitute a multiprotein cellulose-
binding complex and are encoded by multigene
families. FEMS Microbiol Lett 1995 ; 125 : 15-22.

53. Millward-Sadler SJ, Hall J, Black GW, Hazle-
wood GP, Gilbert HJ. Evidence that the Pyro-
myces gene family encoding endo-1-4 manna-
nases arose through gene duplication. FEMS
Microbiol Lett 1996 ; 141 : 183-8.

54. Fanutti C, Ponyi T, Black GW, Hazlewood GP,
Gilbert HJ. The conserved non-catalytic 40-resi-
due sequence in cellulases and hemicellulases
from anaerobic fungi functions as a protein
docking domain. J Biol Chem 1995 ; 270 :
29314-22.

55. Kirby J, Martin JC, Daniel AS, Flint HJ. Doc-
kerin-like sequences in cellulases and xylanases
from the rumen cellulolytic bacterium Rumino-
coccus flavefaciens. FEMS Microbiol Lett 1997 ;
149 : 213-9.

56. Gouet P, Grain J, Dubourguier HC, Albagnac
G. Interactions entres espéces microbiennes
dans le rumen. Reprod Nutr Develop 1986 ; 26 :
147-59.

57. Dehority BA. Hemicellulose degradation by
rumen bacteria. Fed Proc 1973 ; 32 : 1819-25.

58. Fonty G, Gouet P, Jouany JP, Senaud J. Eco-
logical factors determining establishment of cel-
lulolytic bacteria and protozoa in the rumen of
meroxenic lambs. J Gen Microbiol 1983 ; 129 :
213-33.

59. Fonty G, Gouet P, Ratefiarivelo H,
Jouany JP. Establishment of Bacteroides succi-
nogenes and measurement of the main digesti-
ve parameters in the rumen of gnotoxenic
lambs. Can J Microbiol 1988 ; 18 : 938-46.

60. Hungate RE. The rumen and its microbes.
New York/London : Academic Press, 1966.

61. Miller TL. Biogenic sources of methane. In:
Rogers JE, Whitman WB, eds. Microbial pro-
duction and consumption of greenhouse gases :
methane, nitrogen oxides and halomethanes.
Washington, D.C.: American Society for Micro-
biology, 1991 : 175-87.

62. Fonty G, Williams AG, Bonnemoy F,
Morvan B, Withers SE, Gouet P. Effect of Metha-
nobrevibacter sp. MF1 inoculation on glycosides
hydrolase and polysaccharide depolymerase
activities, in sacco wheat straw degradation and
volatile fatty acid concentrations in the rumen of
gnotobiotically-reared lambs. Anaerobe 1997 ;
3;383-9.

63. Morvan B, Rieu-Lesme F, Fonty G, Gouet P.
In vitro interactions between rumen H,-produ-
cing cellulolytic microorganisms and H,-utilizing
acetogenic and sulfate-reducing bacteria. Anae-
robe 1996 ; 2 : 175-80.

64. Fonty G, Morvan B. Ruminal methanogene-
sis and its alternative. Ann Zootech 1996 ; 45 :
313-8.

65. Odenyo AA, Mackie RI, Stahl DA, White DA.
The use of 16S rRNA probes to study competi-
tion between rumen fibrolytic bacteria : deve-
lopment of probes for Ruminococcus species
and evidence for bacteriocine production. Appl/
Environ Microbiol 1994 ; 69 : 3685-96.



66. Williams AG, Joblin KN, Butler RD, Fonty G,
Bernalier A. Interactions bactéries-protistes
dans le rumen. L’année Biologique 1993 ; T32
(1) : 13-30.

67. Imai S, Ogimoto K. Scanning electron and
fluorescent microscopic studies on the attach-
ment of spherical bacteria to ciliate protozoa in
the ovine rumen. Jap J Vet Sc 1978 ; 40 : 9-19.

68. Krumholz LR, Forsberg CW, Veira DM. Asso-
ciation of methanogenic bacteria with rumen
protozoa. Can J Microbiol 1983 ; 20 : 676-80.

69. Romulo B, Bird SH, Leng RA. Effects of
defaunation and protein supplementation on
intake, digestibility, N retention and fungal
numbers in sheep fed straw-bases diets. In:
Nolan JV, Leng RA, Demeyer DI, eds. The roles
of protozoa and fungi in ruminant digestion.
Armidale : Penambul Books, 1989 : 285-8.

70. Williams AG, Withers SE. Effect of ciliate
protozoa on the activity of polysaccharide-
degrading enzymes and fibre breakdown in the
rumen ecosystem. J Appl Bacteriol 1991 ; 70:
144-5.

71. Bauchop T, Mountfort DO. Cellulose fermen-
tation by a rumen anaerobic fungus in both the
absence and the presence of rumen methano-
gens. Appl Environ Microbiol 1981 ; 42 : 1103-10.

72. Marvin-Sikkema FD, Richardson AJ,
Stewart CS, Gottschal JC, Prins RA. Influence of
hydrogen consumming bacteria on cellulose
degradation by anaerobic fungi. App/ Environ
Microbiol 1990 ; 56 : 3793-7.

73. Joblin KN, Williams AG. Effect of cocultiva-
tion of ruminal chytrid fungi with Methanobre-
vibacter smithii on lucerne stem degradation
and extracellular fungal enzyme activities. Lett
Appl Microbiol 1991 ; 12 : 121-4.

74. Williams AG, Joblin KN, Fonty G. Interac-
tions between the rumen chytrid fungi and
other microorganisms. In : Mountfort DO, Orpin
CG, eds. Anaerobic fungi-biology, ecology and
functions. New York : Marcel Dekker, Inc., 1994 :
191-227.

75. Richardson AJ, Stewart CS. Hydrogen trans-
fer between Neocallimastix frontalis and Sele-
nomonas ruminantium grown in mixed cul-
tures. In: Belaich JP, ed. Microbiology and
biochemistry of strict anaerobes involved in
interspecies hydrogen transfer. New York : Ple-
num, 1990 : 6463-5.

76. Bernalier A, Fonty G, Bonnemoy F, Gouet P.
Inhibition of the cellulolytic activity of Neocalli-
mastix frontalis by Ruminococcus flavefaciens.
J Gen Microbiol 1993 ; 139 : 873-80.

77. Williams AG, Withers SE, Joblin KN. Xylano-
lysis by cocultures of the rumen fungus Neocal-
limastix frontalis and ruminal bacteria. Lett
Appl Microbiol 1991 ; 12 : 232-5.

78. GrainJ, Senaud J, Groliere CA, Jouany JP.
Implantation et développement des populations
de protozoaires ciliés (Polyplastron multivesicu-
latum, Entodinium sp., Isotricha prostoma) dans
le rumen de moutons recevant différents
régimes alimentaires. Ill - Considérations géné-
rales sur I'écosysteme rumen. Protistologica
1980 ; 16 : 501-6.

79. Eadie JM. Interrelationships between certain
rumen ciliate protozoa. J Gen Microbiol 1962 ;
29 : 579-88.

80. Chaucheyras F, Fonty G, Bertin G, Gouet P.
Effects of live Saccharomyces cerevisiae cells
on zoospore germination, growth and celluloly-
tic activity of the rumen anerobic fungus, Neo-
callimastix frontalis MCH3. Curr Microbiol
1995 ; 31: 201-5.

81. Chaucheyras F, Fonty G, Bertin G,
Salmon JM, Gouet P. Effects of a strain of Sac-
charomyces cerevisiae (Levucell® SC1), a micro-
bial additive for ruminants, on lactate metabo-
lism in vitro. Can J Microbiol 1996 ; 42 : 927-33.

82. Chaucheyras F, Millet L, Michalet-Doreau B,
Fonty G, Bertin G, Gouet P. Effect of the addi-
tion of Levucell SC on the rumen microflora of
sheep during adaptation to high starch diets.
In : Evolution of the rumen microbial ecosys-
tem. Joint RRI-INRA Rumen Microbiology Sym-
posium Aberdeen, 1997, March 20-21.

83. Michalet-Doreau B, Morand D. Effect of
yeast culture Saccharomyces cerevisiae on
ruminal fermentation during adaptation to high-
concentrate feeding. Ann Zootech 1996 ; 45:
337.

84. Mackie Rl. The use of oligonucleotide
probes to study the ecology of ruminal micro-
bial populations. Ann Zootech 1995 ; 45 : 281-5.

85. Millet L, Fonty G, Gouet P. Use of 18S-rRNA-
targeted oligonucleotide probes for detection
and quantification of anaerobic fungi in the
rumen of different animals. Ann Zootech 1995 ;
45 : 286.

Résumé

Grice a une population microbienne
extrémement dense hébergée dans leur
rumen, les ruminants tirent beaucoup
mieux profit de la matiere végétale que
les autres herbivores et occupent ainsi
une niche écologique unique pour les
mammiferes. Dans cet organe, 40 2
80 % des polyholosides constitutifs des
parois végétales (cellulose, hémicellulo-
se, substances pectiques) sont dégradés,
puis fermentés en composés assimi-
lables (acides gras volatils), gaz carbo-
nique et méthane par diverses especes
de bactéries, de protozoaires ciliés et de
champignons anaérobies stricts organi-
sés en chaine trophique. Ces especes
microbiennes sont spécialisées dans des
fonctions métaboliques parfois limitées
que leur diversité permet de recouvrir
largement en se substituant le cas
échéant les unes aux autres. Les
microbes cellulolytiques, hémicelluloly-
tiques et pectinolytiques possedent un
équipement enzymatique extrémement
complexe leur permettant d’hyrolyser
la quasi-totalité des liaisons présentes
dans les composés pariétaux, excepté la
lignine. Les différentes espéces micro-
biennes du rumen ont entre elles des
interactions multiples et complexes qui
assurent une stabilité et une efficacité
remarquables 4 I’écosysteme. Parmi
celles-ci, le transfert interespeces
d’hydrogene métabolique est fonda-
mental, car il conditionne a la fois
I'activité des micro-organismes produc-
teurs d'H, (dont font partie la majori-
té des especes hydrolytiques) et I'orien-
tation de leurs voies métaboliques de
fermentation.
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