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Titre : Biodiversité fongique dans une nouvelle cuverie et dynamique des populations en Gaef@fomyces cerevisjaet en
cave d'élevageBtettanomyces bruxellengis

Mots clés: biodiversitéfongique nouvelle cuverieSaccharomyces cerevisiaa v e  d 0 BretRnomyges bruxellensis

Résumé :La biodiversité fongique interspécifique (lllumina 48eq) et la dynamique des espécBaccharomyces cerevisiad

Brettanomyces bruxellensimt été étudiéea u sei n ddédune nouvelle cuverie et/ ou

sol , l es mur s, Il e mat ®ri el vinaire e trtiumdopgique@evires etrmoisissuses) i
d®part est d® " pr®sent sur tous |l es environnment suédiganc
tels queAureobasidium, Alternaria, Didymellat Filobasidium.Ces genregjui persistent pendant deux millésimes sont pas
spécifiquesdé 6 envi ronnement de |l a cuverie et semblent °tre ad
leur caractére ubiquiste. Le consortium de départ est enrichi paedesge s 1T n o | o g:iHgnsemiaspofae Saechapinyde

qui sont introduits dans la cuverie soit par les vendanges, soit par des transferts potentiels entre les différentsentsrdenia
cuverie. Cependant, ces genres ne semblent pas persiseboump | ant er probabl ement d3 -
stressantes de | 6 e rladymamigue derfacflord indidy@ate deravisiadansdamoueelle cuverie a été égalem
étudiée Aucun isolat appartenant a cette esped®é®e retrouvé avant l'arrivée de la premiére vendange confirmant que cette
ndest pas sp®cifique de | " environnement de | a cuverigues.
Cependant, les résultats obtenus suggérente c ol oni sati on potentielle de | 6envi
de S. cerevisiaeCes souches ditescelonisatrices> ont présenté une capacité plus élevée a former des biofilms comparée a
souches non implantées. Gett ®t ude met en ®vidence | 6i mportance de | de
®col ogique pour | es populations fongiques ckapshbérsi dens
caves domdte®nraigel, Vvienaire et | 6ext®rieur des f3%ts (en co
au d®vel oppement et - Il 6installation des popul ations
microorgan i s mes dbéal t ®r at i B.hruxéllbnai¥ dorfraireneeat awasol @ aux muwrseos deg gopulations faibles o
trouvées. Bs souches récurrentes Blebruxellensiont ®t ® retrouv®es sur | e mat ®ri e
|l 6origine de | a cont ami n &eésisauchesdéeurranienpseseatent desocapdedfésnthton de bdidfilme
et de résistance plus importagstqui pourraert expliquer la persistance d& bruxellensid ans des ¢ a®es Bsulthf
soulignent | 6i mportance du nettoyage du mat ®r i el veilimitriles
contaminations.

Title : Fungal biodiversity in a new winery and population dynamics in the wiSagcharomyces cerevisjaand in aging cellar
(Brettanomyces bruxellengis

Keywords : fungalbiodiversity,new winery,Saccharomyces cerevisjaging cellar,Brettanomycebruxellensis

Abstract : The interspecific fungal biodivety (lllumina Mi-Seq) and the dynamics 8accharomyces cerevisiaadBrettanomyces
bruxellensisspeciesvere studied in a new winery and/or in 3 aging cellars, speeificallyon the floor, the walls, the equipment al
the outside of the barrelén the new winery, an initial fungal consortium (yeasts and molds) is already present on all the
envirorments before the arrival of the first harveBhis consortium consists of fungal genera sucthaeobasidium, Alternarial
DidymellaandFilobasidium These genera, that persist during two vintages, are not specific to the winery environment and se
adapted to natural or anthropic environments due to their ubiquitous character. The initial consortium is enriched yabgentrg
(e.g.Hansaiaspora, Saccharomycethat are introduced into the winery either by the harvest or by potential transfers betw
different environments of the winejowever, these genera do not seem to persist or establish due to their low adaptation ssfilie
conditions of the winery environmefthe dynamics of wils. cerevisiaén the new winery was also studiédb isolaes belonging to
this species were found before the arrival of the first harvest, confirming that this species is not specifinteryrenvironment ang
its presence is related to the alcoholic fermentation activity. However, the results obtained suggest a potential wabtiEatiew
winery environment by certaii. cerevisiaetrains. These scalled« colonizing» strains sbwed a higher capacity to form biofiln
compared to noimplanted strains. This study highlights the importance of the winery environment that constitutes a true e
niche for fungal populations capable of implantation during the winemaking préedase environment of the 3 aging cellars, 1
equipment and the outside of the barrels (in direct contact with wine) are the environments that séamratibefor the developmen
and installation of cultivable microbial populations (yeasts andclaciid bacteria) and spoilage microorganisms (acetic acid ba
andB. bruxellensiy unlike the floor and the walls where low microbial populations were found. Recurrent sfr&@nbruxellensis
have been found on both the equipment and the outside of the barrels and could be the cause of wine contaminatioy diiniege
recurrent strains shad greaterbiofilm formation andresistance capacities which could explain the persistenBe lmfixellensisin
aging cellars.These results highlight the importance of equipnetgeningandtheregular monitoring of wines during aging in order
limit the contaminatios.
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Introduction générale

Les microorganismes sont omniprésents et jouent un réle fondamental dans les
écosystémes auxquels ils appartiennent. Refilgre viti-vinicole, depuis le XIX™siécle les
travauxpionniersde Louis Pasteur ont ouvert la voie Sndenbreuxravaux santifiques visant
a caractérisrla biodiversité microbiennau cours dgprocessus de vinificatiamais également
auvignoble Cependant , | 6utilisation des m®t hodes
permis dbéavoir une versgéiprsentdsd fatipdttendre I®milieddes | a b
XXemesiecleetle développement des techniques de biologie molécydaireapprofondir les
connaissances quant a la biodiversité microbiesiingnicole. Plus récemment, au cours du
XXIemesiecle, le développement des techniques de séquencage haut débit (é@B)ale
mettre en évidenoaes microorganismegiblement représeés et parfois non détectgar les
autres méthodes.

Toutes les techniques développées au fil des années ont été aypbquet
caractérisation de la diversité microbiemhe pui s | e vignobl e jusqud”-
travaux ont mis en évidenceeje consortium microbien au cours du processus de vinification
ne se r®sume pas aux microorgani smes pr ®sent
i est admi s ¢aremedegeravionnereests reliesuau rormmeésWRES:

Wine Rdated Environmenjscomposentce consortium microbier t gue | denvirol
ddune c u-étre rcangdérgeecontime une nicheologique de microorganismes qui

peuvent participer a f@rmentation alcooliqukes millésimes suivants.

La mise en évidencde 6 i mp | idecatte floberrésidante pose le questionnement de
| 6®t abli ssement doébun consortium microbien da
du XXI®™esjécle le nombre de nouvelles constructions vinicoles augmente sans cesse @u nivea
international et particulieremeahEurope (Bruyas, 2003Eurostat, 2015ar contre, peu de
travaux renseignent sur la biodiversité microbemrt son étaldsement dans une nouvelle

cuverie.

Parallelementt 6 envi ronnement d o wlemrentaumengrontehét e v ag
considéré comme une niche écologique pour certaines populaiicnodiennesOn peutainsi
admettre que |l a flore microbi eaussiouggun®deent e |
dans I'évolution de la composition du vin tout au long du processus de vieilliss€Ee@eridant
peu d6®tudes ont ®t® r ®altisam®wplEatienf i n de carac

Ai nsi, afin dbéapprofondir nNos connai ssan

populations microbiennes en cuverie et en cave, ce projet de recherche, financé par le Conseil
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Régional de BourgogrErancheComté et par le Bureau Improfessionnel des Vins de

Bourgogne, a porté sur

-1 €@, par les techniques NG&ela biodiversitéongiqueet son évolution mais aussi
son établissement danse cuverie nouvellement constru#d dans troi s caves
- | &ablissement deocrélations entre les différentes populations présentes et les flores

spécifiques étudiéeSéccharomyces cerevisiaeBrettanomyces bruxellenis

Ce manuscrit estinsistructuré en shapitres

Le premier chapitre pr Glisgeaphiqee lexcannassaricesr me d
actiellessur(i') | es m®t hodes d ofangige dars é filiére vitvingcoldb i o d i v
déun point de vue gl obatlintragpadfigue(id la disdiversaiéu ni v €
existant dans les environnements reliés au (i),les mécanismedacteurs et interactions
contribuant a la survie et la pefsince de certaines populatiofengiques dans ces

environnements.

Le secondchapitre présenteles protocolesd 6 ® ¢ h aagesietllels principales

méthodes utilisées et analyses réalisées au coursrdeaié

Le troisieme chapitre sera consacta@éar act ®r i sati on des popul
nouvelle cuverigrésentes au niveawu sol, desmurs,du matérielvinaireavant | éarr i v
la premiere vendange et ensuite au cours de deux millésimes cons€etitf®tuda pour but
decomprendre o mme nt s 0 ®t a bféngiguedans une rouvelle guverielaucours
du temps.

Le quatri me chapitre porte sur | a mise e
levuresSaccharomyces cerevisiae la nouvelle cuverie au cours du temps. Les objectifs
poursuivis dans ce travail sontout d®dalWemd i fi er | es souches s
I'environnement d'une nouvelle cave (sol, murs et équipements) avant l'arrivée de la premiere
récolte pus de mettre en évidence la colonisation de I'environnement vinicole par des souches
isolées dans le pied de cuve réalisé la premiére année ou isolées de mo(ts de raisin et de vins
lors des deux millésimes consécugfsenfin de comparer la capacité anfier des biofilms des

souches "colonisatrices" et des souches présentes ponctuellement.

Le cinquieme chapitrgportes u r | 6®t ude de |l a flore micr
bact ®r i es | act iBettaeomycebrixellensideadadté®as aceugs)de trdis
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caves do®l evage, pendant deux mill ®si mes
flts, vins) Deplus,& dy na mi q u Bretéhrmmyices brexpllensass cour s de
aégalementétéenal ys ®e af i n atibrisPdteatielles entre thpresercede celd

espeéce et la biodiversité fongique totale.

Ce manuscritse termine par une conclusiongénérale qui reprenkis principaux résultats

puis une descriptiode perspectivesle recherchpotentielle
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Synthése bibliographique

Partie:Bi odi ver si t® microbienne et

1. Biodiversité microbienne: définition et caractérisation

En 1980, Thomas Lovejoy, biologiste américain, spécialiste de I'Amazonie, introduit le
terme debiological diversity. Ce terme est reprisn 1985 par Walter G. Rosen, lors de la
préparation du Forum Nationgiological diversity(organisé par Idlational Research Council
1986) sousbiodiversity jugé plus efficace sur le plan de la communication. Le terme
biodiversity sera publié pour la premiéere fois en 1988 par I'entomologiste américain E.O.
Wilson en tant que titre d'un compte rendu de ce fd@aultierGaillard et Pratlong, 2011).

A partir de 1992 (année de la signature de la Convention de Rio sur leebsitéi), I'intérét

pour la biodiversité microbienne s'est développé de maniere exponeriiglI&)

300 [~
[ ]
200
100 ‘
e ®
s & @
LN

....'-..I...

| | | | |

1975 1980 1985 1990 1995

Figure 1 : Evolution du nombre annuel de publications scientifiques traitant de diversité microbienne
de 1975 a 1997

(d6 a pBalargdreau, 2000

La biodiversité microbiennd 8 un ®c osyst me d opeat@tre Caraatériséeno me n |
a trois niveaux différentsl e s  di v e r $Whittakey, 1902 (Fich 2a)e en utibisant des

indices de diversité
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Diversité intraspécifique

Figure 2 : (a) Présentatiodesdiversits:U ( di ver sit ® déun ®cosyst me),
entre deux ®cosyst mes) et 9 )(ollusteationdst ® gl obal
biodiversité interspécifique eintraspécifique

(ddapr s étalr2a0®)i ns ki

Lamesuredeld i verrseiftl® toe | a diversit® globale de d
large zonefégion (Fig. 2a). Cette diversitéestd ®f i ni e comme Ol a diver
| 6®ch@®d greaphi queodlL a Hluintesrrs i t2@ 02,) .quant =~ el |
au sein déun ®cosyst me ou dbébun comparti ment

d'especes (c'estdire la richesse en espéces). Dans la littéraiguatre indices de diversité

(Fisher, Margalef, Simpson et Shannoeagl, sont
2006; Thukral, 2017). Les indices de Fisher (Fisbeal, 1943) et de Margalef (Mgalef,
1951), prenant en compte uniqguement |l a riche

sont moins utilisés dans les études de la biodiversité microbienne. Au contsaiedcuds des

indices de Simpson (Simpson, 1949) et de Shannon (Shannon and Weaver, 19@hi@nen

comptea la fois la richesse t | 6 abondanesgecesngséngstaiuv es ed eas d o u
écosysteme permettant une meilleure estimation de la biodiversité. Aettsi, noeilleure

estimation fait de ces indicEssdeux indices leplus utilisésdans les études de la biodiversité

microbienne.
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La diversit® b, sbattache © comparer | a dive
diversit® doéun mifmee@mpesdsff@ereentde Le cal cu
par (i) la mesure ddandices de Jaccard (Jaccard, 1912) et de Sorensen (Sgrensen, 1948) suite
a une comparaison de la présence/absence des espéces ou (ii) par la mesure des indices de Bray
Curtis ( Bray and Curt i s anovisld EZejnoveski, 1909 gunrdpose e d e (
sur la comparaison des abondances relatives des espéces au sein des écosystemes.

Il est important également de préciser tpigiodiversité microbiennpeutétreévaluée

adeuxniveaux différentgFig. 2b) :

- la diversittau ni v e @xammuhduteénte Obi odi versit® inte
définition ce niveau de biodiversitisignda variationdes especawnicrobiennesentre elles,
par leur nombre, leur nature letur abondanceelative L 6 i nt ®r ° t do®t udi er
interspécifiguepermet unemeilleure compréhension de la complexité microbieglobale

déun ®cosyst me donn®.

- la diversitta u n i v e especen Wbiodiversité intaespécifiqué® . Ce dmi veau
biodiversité consiste a étudiém varabilité g ®n ®t i que des individus
microbienne. En effet, la variabilité génétique des individus est généralement associée a des

di ff®r ences de fonctionnalit®s . (Amsi,viar onner
caract®risation intrasp®cifiqgue dbébune esp ce
do®tudier |l a diversit® physiologiqgue et fonc

Pl usi eurs m®t hodes dbéanal ys eisrlabiodiversiténterieto ur d 6 h

intraspécifiqgueToutes ces méthodes s@nésentéedansle paragraphei-dessous.

2. Les m®t hodeslakodienmsi@!| vy s e

Lef ondement de tout es labiedversité@iclobieahmeginteddl a n a |
intraspeécifique) repose sur la classification des microorganismes. Ensefiet| 6 ar br e
phylogénétique universgbusles microorganismesnt classén trois grands domainekes
« Bacteria», les« Aechaea et les« Eucarya» (Woese et Fox1977) Chacurde ceslomaine
est subdivis® en pl us: iregne (R}, phglumv(B)aclasse (C)parddee nt i f
(O), famille (F), genre (G) et espece (Bjnsworth et Cowan, 1954

Grace a ces travaux pionniees a la classification universelle des microorganisntes,

biodiversité microbiennpeutétre étudieelans deslomaines trégariés Lespremieregtudes
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ontportésurla biodiversité microbienne des écosystématurelselsquele sol (lithosphére)
(Smith, 1942)] 6 e au ( h yZdBely §9getlirdea)i r ( a(Gregorg, ANTIpuise )
les travaux ont porté suda biodiversité microbiennale matricesalimentairescomme par

exemplee modtde raisinetle vin (Fleet etHeard, 1993 ; Mortimer et Polsinelli, 1999

21Les m®t h o d daslaliodligersite ldanslafiliere vitivinicole

A | 6®chel | e -vidiele,blau sfiieluir sr em®ut de bicdvessitéohd anal y
été développées au fil des années
Le choix c& la méthode d6anal yse | a depéend slu nveh® qda at e
biodiversitémicrobienne souhaité : interspécifigue pour avoir une vue globale des
communaut ®s pr ®sentes ou intrasp®aqartfculigreu e pou
(microorganismed 6 i nt ®r °t oBEIn sdud alet,®rlaet ioomogi.x wra | a t
fonction des avantages et des inconvénients de la méthoaedefie(étape de culture ou non,
techniquemoléculaire ou non Les différentes caraciér i ques des t esohtni ques

présentées danstigbleau 1

2.1.1Biodiversité intraspécifique et méthodes culturedépendante associees

L6i mportance do6®tudier | a bi a-diicolerésisld t ® i n
dansla fonctionnalité ds microorganismesolés. Principalementla diversité intraspécifique
aété®t udi ®e au n iSaceharamyak® cerbvisieesde certa@nes especesn
Saccharomyced 6 i nit ®a I° d.dEn effet,différentes ceactéristiqgues fermentaires telles
gue | a production de ceonigadiet®ssouahsdeeetevistpel e s d O
étudiéest/oudecertainesouches daon-Saccharomyce@diowell et al, 2004; Sadoudket al,
2012. De plus, ® ®t u theliversi intraspécifiqueel evur es ,dodanme®rl dteis@n c
Brettanomyces bruxellensia permis de mettre en évidence que certgiasametres
physiologiquegexemples besoirs nutritionnels et résistance au §Gontsouche dépendante
(Longinetal., 2016; Avramovaet al, 2018b; Cibrarioet al, 20194
Dansun premier temps nacfoorganising aéiudiérirest aécassaise dea u x
cultiver les microorganismes a étudeard es mi | i eux de cul ture s®I ¢
le milieu ITV a été mis au point par Gerbaak al (2000) pour | 6i sol e
B. bruxellensis.Cependant, le temps dgenérationélevé de cette espece exige un temps

doéi ncubat i opeutatteindre une semajne.q u i
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Tableaul: M®t hodes dbébanalyse de | a biodi vevinisolet ® mi cr obi
Niveau d'identification
- o ) , Méthode culture Méthode I= © o) © ) ex
Type de biodiversité Méthode d'analyse dépendante moléculaire ; § g = g ’é § Référence
& o o6 & & & &
IR-TF Fellgett, 1951
Oui Non
MADI-TOF-MS Hollandet al., 1996
RAPD Williams et al., 1990
PCR-Interdelta Nesset al., 1993 - Legras et Karst, 2003
Biodiversité Microsatellites Field et Wills, 1998
intraspécifique MSP-PCR Lieckfeldtet al., 1993
Oui Oui
ERIC-PCR Sharples et Lloyd, 1990
ISS-PCR de Barros Lopest al., 1996
mt-RFLP Dubourdieuet al., 1987
Carvotypage Carle et Olson, 1985
Biodiversité intra ou AFLP oui oui — Voset al., 1995
interspécifique
RFLP ) ) ] Guillamon et al., 1998
Oui Oui
REP-PCR 1 Sternet al., 1984
T-RFLP 1 Liu et al., 1997
RISA 1 Fisher et Triplett, 1999
Biodiversité DGGE 1 Fischer et Lerman, 1983
interspécifique CE-SSCP D Schwieger et Tebbe, 1998
Non Oui

454-Pyroséquencage
Séquencage lllumina ciblé

Séquencage lllumina WGS

Margulieset al., 2005
Fedurcoet al., 2006 - Turcattet al., 2008

Fedurcoet al., 2006 - Turcattet al., 2008

[N Niveau didentification indépendant du microorganimse en questiof§Z22EE2% Niveau didentification dépendant du microorganimse en guestion

Niveau d'identification déductif aprés analyse
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Apres dénombrement sur milieu sélectif isblement des colonies développées, plusieurs
méthodesde caractérisation de la biodiversité intraspécifique sont disponibles dans la
littérature: on peut distinguer des méthodes 1maléculaires et des méthodes moléaes.

2.1.1.1Les méthodes nemoléculaires

Les deux techniques namoléculaires les plus utilisées sont la spectrométriie-
Rouge alransformée de Fourier (#RF) etla spectrométrie de masse (MS) couplant une source
déi oni sati on | matie(MARR)<=tiusanayseur@ eemps dewvel (TOEgS
techngu e s per mett en tde micboorgheismeserf forctioh deo parameétres

métaboliques et biochimiques

Le principe dela technique IR-TF est fondé surla détection desvibrations
caractéristiques des liaisoghimiques suite a une irradiationrpane lumiere infraouge
(Naumannet al, 1991).L 6 a b s o reqdifférents cothposantsellulaires (acides gras,
protéines, peptides, glucides et composés phosplggtédsie un spectiique qui ensuite sera
comparévecune base ddonnéeslLa dissimilarité entre les spectres est exprimée par la valeur
de distance spectrale (SD) qui redlé&s zones non chevauchantes des spé@tiesinget al.,

2002. Cette comparaisopermetdoncl 6 i d e n tau nivead ait igemr e ,oudeda | desp
souche en fonctiodu microorganismeétudié et de la richesse des bases de donBéed.

donnégue b compostion des parois des microorganismes est tres dépendante des conditions

de cultureil est souvent nécessaire de crées basede donnégpropres a chaque laboratoire

si les conditions de culture sont différent&spendant, poume identification intraspécifique,

ce probéme est affranchi puisque les spectres sont @égpentre euxPar cette technique

differentes espéceslevuriemes d 6 i n tcd@nmé & cerevisiae (Adt et al, 2010,
Hanseniasporaivarum Hanseniasporauilliermondii Starmerellabacillaris (Grangeteawet

al., 201&, 20160 aing que lalevured 6 a | t B braxellersis (Oelofseet al, 2010)ont été

étudiées.
Le principe de latechniqueMALDI-TOFMS reposes u r | 6obtention de
spectrales correspondantes a la composition predes paroscellulairess ui t e © | 6expo

des cellules ane source las€Hollandet al, 199§. Cette techniquest largemenemployée

en partie a cause tiesimplicité depréparation des échantillons et la rapidité avec laquelle les
données peuvent étre acquises et analysiemis les applications médicales (Croxatal.,

2012), cette techniquMALDI-TOFMS a également & wut i | i s®e pour I 61 ¢

souches déevuresS. cerevisiaeau cours du processus de vinificatigwsbecket al, 2014,
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Kéantor et Kacaniova2015. Bien que le succes de discrimination au niveau du genre et de

| 6 es i ét€ rais em évidence, la discrimination au niveau de la souche s'est révélée plus
difficile a obtenir pour certaines especé&n effet, pour des especes de levures -non
Saccharomyces (Cryptococcus amylolentus, Hanseniaspora opuntiae,
Hanseniasporasmophila, Huvarum, Kluyveromyces marxianus, Lachancea thermotolerans,
Torulaspora delbrueckii, Wickerhamomyces anomatuZygosaccharomyces ba)liicette
techniquen 6 a p a sinediserimimati@an au niveau de la soucl@uiérrezet al, 2017.

2.1.1.2Les méthodes moléculaires

Au cours des deux dernieres décenreesuite a la découverte de la réaction de
polymérisation en chaine (PCRlullisetal, 1986), des m®t hodes dodar
étédéveloppéepour identifier les microorganismesl niveau de lasouche L é6i dent i fi c
par ces m®t hodes est bas ®e sur | 6obtenti or
identification pludiable etreproductible par rapport aux méthodes-nuiéculaires.

Huit techniquesnoléculaireo nt ®t ® appl i qu®es ~ | 6@inslade de
filiere viti-vinicole : la RAPD-PCR, la PCRnterdeltaJes marqueurs microsatellitda, MSR
PCR,RIC-PRER, -PCR)IENBRFLP et lecaryotypage (lvey et Phister, 2011).

La techniqgue RAPBPCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA) repose(i) sur
l 6utilisati on d Giulaenddeela réactiora PGRracbasse température
d 6 hy br (Wiliamsietah, 1990) Ces conditions particuliéergseermetent de multiples
hybridations aléatoires au niveau du génoeteainsid 6 o bt eni r deigusse mpr e i
permettant ladiscrimination au niveau de lsoucle. Malgré sa rapidité de traitementes
donnéeset sa capacité aclassifier un grand nombre desouchesla RADP-PCR présente
guelquesinconvénients En effet, au cours de la réaction PC&hly br i dat idesn al ®:
amoces peut mener & 6 o b t denifféreatesempreintes moléculairggour une méme
soucheDe plus des variations dané le x t r de EADN aurméme le type de thermocycleur
peuvent affecter la reproductibilité de cette technijageRAPD-PCRa étéutilisée pour étudier
la diversité génétique e | 6 Rcerpvisiagorrianiet al, 1999; Xufre et al, 2000 etpour
suivrel iplantationde différentes souches cours déa fermentation alcooliqu@-A) (Urso
et al, 2008) Cette technique a également été utilisée pour analydeselisité génétique de la
l evur e dB muxdledsighgnolucaiet al, 2009).

LaPCRiInterdelta a été déloppée pour étudienldiversiténtraspécifiguedel 6 e s p c e

S. cerevisiag(Fig. 3). En effet, au sein dgénomed e | 0 ® cenevisiagaun grand nombre
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de séquenceepéetéed TR (Long Terminal Repeatsont présentedont les rétrotransposons

Ty. Les LTR les plus abondan{s-250 copiep sont les éléments delta (cildépar cette

technique) relatifs aux rétrotransposons Tyl et Ty2 (Kimal, 1998). Cette méthode a
premierement étédécritepar Nesst al, (1993) en utilisant lesmorcesyl etg® sur un panel

de 17 souches différentes 8ecerevisiae Cependant, par alignements de ces amorces sur le
génome deS. cerevisiae Legras et Karst (2003) ont démontré une tres faible homologie

prind pal ement pdo A cet ébaddales amoccgd? etqPl ont été proposées pour

| 6opti misation de cette techniqgue et une me
proposition deces nouvelles amorces, plusieurs études ont été menées dhanstle d 6 ®t udi e
diversitéintraspécifiquede différentes souches 8ecerevisiaeet de sui vre | eur |
au cours de la FA (Xufret al, 2011; G u r a &t 8l K2@16; Tra Biet al,, 2016; David-Vaizant

et Alexandre, 2018). Ecomparaison avec les autres méthodes moléculaires, ldrR€Relta

est la méthodealplus utilisée grace a sa rapidisg reproductibilité etsahaute sensibilité
(Schulleret al, 2004).

Souche A Souche B Souche C
‘j—’ “

Séquence delta Sites dohybridation

des amorces delta | PCR: amplification des régions interdel}a

2 2 2

Amorceqil2=>"""_ = Amorceq2l < - <
ﬁ_’

Séquence amplifiée

| Révélation des fragments interdelta amplifiés par électroph+rése

« : 2 ¥

A B C
== ==
==

== ===

Figure 3: lllustration du principe de la PGRterdelta utilisée pour étudier la diversité intraspécifique
de | 6%ascharomyees cerevisiae

(source personnelle
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A la différence de la PCinhterdelta qui vise des éléments delta insérés de maniere
al ®atoire dans | e g®nome, | 6analyse microsat
contiennent des motifs répétés en tandem le plus souveriui@ nucléotides (mais pouvant
allerjugyu 6 © 1.\ lalditiésence Jdéa PCRInterdelta, le polymorphismee portepassur
l e site doéinsertion mai s slapuissaece des mesqueairs d e r
microsatelliteséside dang(i) leur haute reproductibilité, (iifleurdispesion sur le génomees
sites retenug(iii) leur détection a différents états de ploidies, [@}ppécificité aux individus
déune m° ree(v)lew ampldieationavec une faible quantité®DN (Hodel et al,
2016). Les marqueursicrosatellites ont été développés pour le typage de plusieurs especes
Tnol ogouw ue®&al & @remigiae(blannequinet al, 2001; Pérez et al, 200)),
B. bruxellensigAlbertin et al,, 2014g Avramovaet al., 201&), L. thermotolerangHranilovic
et al, 2017),Starmerella bacillarigMasneufPomaredet al, 2015),T. delbrueckii(Albertin
et al, 2014b). De plus, le suide la dynamique de différentes soucheS.derevisiaeau cours

de laFA aété réalisé en utilisant cette technique (Howellal, 2004).

De la méme maniere que les microsatellites, les minisatellites sont des régions répétées,
mais de plus grande taille (M0 bases) et le polymorphisme du nombre de répétitions peut
étre utilisé également pour différerer des souchesplus particulierelmend e | 6 esp cC €
S.cerevisiag(Marinangeliet al, 2004; CarvalheNettoet al., 2013).

L6 E R-PGR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) HPER (BtHn
Splice Sitesontégalementies techniquesiblant des séquences répésau niveaudu génome
desmicroorganismed_a techniqueERIC-PCRa étédécrite comme un outil perfmant pour
la discrimination desouches déactéries lactiques et acétiques au cours du processus de
fermentation (Gonzaleet al, 2004; Gonzalezt al, 2005)A | 6 heur e actuell e
faible nombred 6 ®t u d e s poerjaidisctinmatian énBaspécifique des levur@ke Barros
Lopeset al, 1996; Hierro et al, 2004) la fiabilité decesdeuxméthoden 6 est encor e

reconnue

Parmi les méthodes dediscrimination intraspécifique molécuaire, certainesne
nécessitent pad @aped 6 a mp | i £ D éegdsde atechniquemt-RFLP (Mitochondrial
DNA Restriction Fragment Length Polymorphisetdela techniquele caryotypagePour ces
techniques,d o b t e @ermpremtes nléculaires permettant la discriminationiaeau de la
souchesebaseitsud a variabilit® de | 6ADN mitochondr.i
(Dubourdieuet al 1987 soit surla variabilité de tailles et fornseles chromosome€£érle et
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Olson, 198%. La technique mRFLP,a perms une discrimination intraspécifique au sein de
certaines espéece&taccharomyceévezinhetet al, 1990; Querolet al, 1992; Sabateet al,

2002; Maio et al, 2019 et nonSaccharomyce@. bruxellensisCandidastellata,H. uvarum
Metschnikowia pulcherrimaPichia guilliermondii et T. delbrueckii) (Pramateftakiet al.,

2000; Martorelletal,2006en r ai son du fort taux de pol ymor
Pour la technique du caryotypagette méthode étéutilisée pour le typage dsouches de

S cerevisiagH. uvarum, Mpulcherrima, Yarrowidypolitica et Schizosaccharomyces pombe
(Bidenneet al, 1992; Schitz et Gafner, 1993 Guillaménet al, 1996; Zimmermann et

Fournier, 1996). Cependant,et t e m®t hode est | abori euse, d

nécessite un temps de manipulation considérablelmaymi{Boekhoutt al, 1993).

2.1.2Biodiversité inter ou intraspécifique et méthode associee

L 6 A F IAmRplifiéd Fragment Length Polymorphignest une méthode moléculaire
capabl e doéident i finer sedlementu mveaur inespegfigus inaime s
égalementu niveauintraspécifique(Vos et al, 1995).Le principe de etteméthodese base
su la digestion enzymatique du génome desroorganismestudiés suivielel6 a m gdtionf |
sélectivedes fragments de restrictiaotenusAu ni veau i nt e aétqutdiseé f i qu e
pour identifier différentes espéces du genrBaccharomyces (S cerevisiae,
SaccharomycebayanusSaccharomycesarlsbergensigt Saccharomyceparadoxu$ (Azumi
et GoteYamamotg 2001). De plus, cette méthogermet ladiscrimimation dedifférentes
souchesau sein dé 0 e s cerevisiag(Azumi et GoteYamamoto 2001 Lopandicet al,

2007), ainsguel 6 e sBobruxedlensigCurtinet al, 2007).Bien quefiable,| 6 A FedtuPe
technique laborieuse longue et n®cessite | 6utilisation d

automatisés, ce qui la rend colteasmoins utiliséelans le domaine vitiinicole.

La MSRPCR (Microsatellite/minisatellite Primed) est une méthode basée sur

| 6ampl i drégorstdy ®n o the = séhuérzds d micrakbatellites ou minisatellite
e, comme par exemple | e primer (GTGousde A | 0
minisatellites, c et t e m®t hode analyse | es r®gions | oc

(Lieckfeldt et al, 1993), tout comme la PCRRterdelta. Comme les motifs microsateBisont
trés répandus dans les génomes des différentes espéeces dg tmiteanéthode permet de
révéler un polymorphisme au niveau inter et intraspécifigmeeffet, ette mébode a montré

des niveax de discriminationinter et intraspécifiquetres éleve pour les espéces
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B. bruxellensis, Pichiananshuria, Pichia membranifaciens, T. delbrueckii, S. cereviiae
Z. bailii (RamirezCastrillonet al, 2014).

2.1.3Biodiversité interspécifique et méthodes associées

LO®t ude de | a dipveerrnseitt & ii)n tdedrasvpo® cri fuingeu ev u
les populationsultivables ou totales r ®s ent es dans un ®chantill on
la dynamique de ces populations au cours du temps et (iii) de voir si des liens existent entre les
popul ations totales et des populladaonss sp®L
dver sit® intersp®cifi qu epadésumatho@esutueeddpendante n p e u

ou cultureindépendante

2.1.3.1Les méthodes culti@épendante

Pour ces techniques, une étape de cufturain milieu nutritifdoit étreréalisé ce qui
perme égalemat dequantifier les microorganismes cultivablesésentdd ans | 6 ®c hant i
analyser Nous pouvons citer des exemples de milieux régulierement ufiéséses totales
YPD (Yeast Peptone Dextrose), ESA (Ethanol Sulfite Agar) (Kisil, 1983; Heard et Fleet,
1986); levures norSaccharomyces milieu Lysine agar (Heard et Fleet, 1986)
bactériedactiques : milieu MRS (deMan, Rogosa, Sharfge) Manet al, 1960, milieu Lac
(Baeet al, 2006; Simoninet al, 2018); bactéries acétiqueamilieu GYC (Glucose Yeast
Calcium carbonate) milieu Mannitol (du Toit et Lambrechts, 20Q2)Cette étapeest
chronophage enraisondeo ngues p®ri odes doéincubati on.
D6autres m®t hodes peuven micrborgansmepresns dass@ie s p o u
échantillon, tells quela cytométrie en fluxNlalacrinoet al, 200) ou les techniques R-

PCR (Real Timequantitatve-PCR) (Hierro et al., 2006) et Cellg}-PCR (quantitativePCR)
(SoaresSantoet al., 2018)utilisant des amorcesniversellesiblant la région D1/D2 du géne
26S rDNA. Cependant,par rapport aux milieux de culture, ces techniques nécessitent
| a@quistion de matériel et une certaine technicité

Parmi les méthode culturedépendante la méthode PCR ITS-RFLP (Internal
Transcribed SpaceRestriction Fragment Length Polymorphisest la néthoddaplusdécrite
pour | 0i dneerspgecififjueesanicioaganismeke principe de cette méthode se base
sur | 6 ampd la frégicna lTS composée de séquences conservées a tous les
microorganismepermettantineamplification universelle et de séquences varigidesettant
la discrimination interspécifiquésrace a uneétape deaestrictionenzymatigue du fragment

amplifié, des profils de restriction spécifiqaigont obtenusgjui, comparé avec les profils de
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restriction disponibledans les bases de donngesmetent la discriminationCette technique
aéttcour amment wutilis®e pour | 6i den tvinificatienat i on
(Guillamén et al., 1998; EsteveZarzoscet al, 1999; Granchiet al., 1999; Sabatest al, 2002;
Nisiotou et al, 2007; Wanget al, 2015; Simoninet al, 2018. Elle a également été décrite
comme outil puissant pour la discrimination de moisisseireRampignonisolés des baies de
raisin Bauet al, 2006; MartinezCulebras et Ramoén, 200 Digutaet al, 2011; Spadaraeet
al., 2012; Kizis et al, 2014. Cettetechniqueprésente@vantage @tre un outil moléculaire
simple et précis pauddentification des microorganismesloutefois,le cdlt élevéassocié a

l Gutilisati on deut érduniisconeamientde aetieztechmigueEn effet,

| 6 e mpel quatredifférentes enzymes de restriction esbuvent nécessaire pour une
identification fiable notammenteet di f f ®r e rubhmeéme gerwrdh. gailtesmordlid

H. osmophila, H. uvarurat Hanseniasporaalbyensi¥ (EsteveZarzosocet al., 1999.

LaméthodePCRRFLPaégalemenétéut i | i s®e pour i dentifier
mai s en ci bl ant | rdbosom®ge{ADNY) (Baleids Gbuwcet bl o 205N
Zanol et al, 2010).Cependant, cetteible ou régionest moins utilisée dtia la plusfaible
variabilité entre espes et don@ufaible tauxde discrimination. En effeZanolet al (2010
montrent quen® me avec | 0 ut iyinds deadstrictiom ed ¢ ecit e hexm zyu e

dans la mesure de discriminer &specesi. guilliermondi etH. uvarum.

La technique REP PCHRepetitive Element SequenbasedPCR) est une technique
ciblant | es fragments dOoADN masontwnalrrioar lgeuse sd &
esp ce 7 let@laled4yPar rappdrt adatethnique PCRS-RFLP, la REPPCR est
moins utilisée pout 6 i dent i f i c aieiasarfaibld eegroductédild.uEn effet,en
analysant la diversité interspécifique desgenres T n o | o g Candida,s Dekkera,
Hanseniaspora, Issatchenkia, Saccharomycodes, Saccharomyces, Schizosacchasbmyces
Zygosaccharomyceslierro et al (2004)démontrentjue desprécautions doiverdtre prises

afin déviter des amplifications non spécifiquetsdes résultatsonexploitables.

2.1.3.2.Les méthodes cultwi@dépendante

Afin de sobdafdesanpg®i iubatbe iEes dl@inmdgcape dse cul t
meéthodes culturendépendantent été développéenu fil des année€n plus de la rapidité
déanal yse, | 6 a n & Ipar ®eemétboeespermet| bdi aocdta fraetionson
cultivabledesmicroorganismes (Diagt al, 2018). Cette fraction necultivable concerne des

microorganismes soit (i) dans un état viable mais oolivable (VNC), soit (i) dans
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| 6i ncapacit® de se d®wédctomglapremgene etapé @amunel | i e u

a toutes les techniques cultunelépendante st | 6 extracti on do&éADN.

21321.L6extraction doADN

Loutil i sat i ocdturgirdépentamte tequierqubeesxt r act i on d o6 AL
haute qualité qui est toujours un dééins le domaineiti-vinicole. En effet,les échantillons a
analyser peuvent avoir pour origites sols viticoles le matériel végétalracines ceps et
feuilles), le modt etou le vin, etai n s i contenir des mAdlOAONI es
difficile (polyphénols, polysaccharides;ides humiques, acides fulviques etions métalliques
ou inhibant plus tard la réactiehé a mp | i f i cetdli,on2 O(1Br)i.ciAf i n de s

ces problémes, des composés comme le NaCholyvinylpyrrolidone (PVP), le sérum

albumine bovine (BSA) et la T4 Gene 32 protgeeventétrert i | i s®s au cour s
de | 6 ADN ( K Paebskit al, 1997; Giddsealet al, 2001).De plus,une étape de
purification estsouvent réaliséaf i n ddéam®l i orer | a qualit® de

de purificati onepereddunfi ¢ dege ADNtektréitoAinsi,gmnfomation d

del 6 ® cllonaptusigursprotocolesd 6 e x t r a c tont @tédévdldppéRse basant sur
différentes approcheglles quela lyse par congélatiedécongélationl( K et al, 2019, par

broyage a l'azote liquid@.odhi et al, 1999 ou par utilisation debilles de verre (Divol et
LonvaudFunel, 2005)La maj or it ® des protocoles dbéextra
de solvants organiques (phénol/chloroforme, bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB),

€) ploa®!l i mi nat i.dCas cahnpasés gantaléceits powe avoir un effet inhibiteur
surtout au n iandfecationdedaPCR (Steeakarept al, 1994)ce qui rend
cette ®tape do®l i mi nAirsijle choixdiGansp r prt @tc®il ree sd 6 @it
d 6 A Dbidn adaptéest une étape déterminamqteur éviterles biais liés a une sur ou sous
estimation @spopulatiors présents. En effet,une grande variabilité de quantité et de qualité

de | 6 AD peutétredbteraigselon la néthode retenue et utilis@@aleirasCouto et Eiras

Dias, 2006 Pereireet al, 2011; | ket al, 2014)

2.1.3.2.2. Les méthodes moléculaires

A ce jour quatre méthodesmoléculairessont décritespour analyser la diversité
interspécifique dans la filiére wtiinicole sans étape de culturéa T-RFLP, 1aRISA, laCE-
SSCPet la PCRDGGE.

Concernant les techniques-RFLP (Terminal - Restriction Fragment Length
Polymorphism)(Liu et al, 1997) et RISARibosomal Intergenic Spacer Analysf{Eisher et
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Triplett, 1999)] eur principe repose sur | 6®tude de |
d 6 ADN . Cepebdarg, pour léechnique TRFL P i | sbagit du pol ymor
révélé par un changement de conformation ou un changement de taille suivant la cible
consi d®r ®e al ors que pour | a techniqgue- RI SA
transcrits (IT$ ou des espaces intgéniques (IGS) correspondant aux espaces externes (ETS)
transcrits et aux régions nonr anscr i tes ( NTS) Cdsedeuk néthddés r i b o
i mpl i qu e n tdeamhoicastoupléessire tmolézuidluorescentgermetantla déection

et la quantificationdesfragments obtenus. La précision et la fiabilité de ces méthodes est
d®pendante du niveau de variabil i tleRguedseit | a s @
la méthode utilisée, les études démontrent que pour une mpate etes fragments de tadlle
différentes peuventétre obtenus (Avist al, 2006). Dans la filiere vitvinicole, ces méthodes

ont été utilisées pour étudier la diversité des communautés fongiques sur la vigne (&ancher

al., 2012) et le suivi des commauntés levuriennes et bactériennes penddpfléBokulich et

al., 20125 Sun et Liu, 2014 Ghoshet al, 2015; Bagheriet al, 2017).

La CESSCP (Capillary Electrophoresis - SingleStrand Conformational
Polymorphismy quant a elleest ungechnique basée sur la séparation des fragméaidNI
simple brin de méme longueur en fonction de leur séquence. Cette ma#téddilisée pour
le suivi des populations levuriennes (Schmiicl, 2011 ; Martinset al, 2014) et bactériennes
(Grubeet al, 2011) présems sur la vigne etles population levuriennes au cours de la FA
(Duarte et Baleira€outo, 2012).

La techniqguePCRDGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophorgsesst b technique
la plus utilisée pourétudier la diversité interspécifigu Cette techniques 6 a p guu la e
séparatiorde fragments @DN de différentes séquences nucléotidigaasfonction de leur
mobilité électrophorétiquesur un gel de polyacrylamide contenant un gradient linéaire
dénaturantfbrmamide, uréepu mélange des deux compgs@sscher et Lerman 1983)a
vitesse de dénaturatiates fragmerstd 6 A @M égalemenfonction du pourcentagae GC
trouvé dans la séquendbasesliées par 3 liaisonshydrogeng. Ainsi, pour éviterune
dénaturation totale des séqueneeseur élution du gel | 6 a mp pai FCRestadalisée n
avec une queue G@GC clamp att ach®e ~ | 0e xMyers@tal, 198). 506 de s
Apres séparationges séquencesecherchéesont excisés directement du gel et séqueeseé
pour lGdentification des espécés/uriennesLa PCRDGGEa®t ® empl oy ®e pour |
la diversité levurienne sur les baies de raisin (Prakitchaiwagtaaia2004; Davidet al., 2019
et au cours de IBA (Cocolinet al, 200Q 2001)ainsi quela diversité des bactéri¢actiques
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au cours de la fermentation malolactique (Renewfl, 2007) La PCRDGGE présente
plusieurs avantages dolat possibilité ddentifier des levures viables mais non cultivables.
Cettetechnigue hautement sensible est capable de détecter des especes de levures dans le vin
qui représentent moins de 0,01 % de la population totale (Coeblad, 2000, 2001;
Prakitchaiwattanaet al, 2009 et qui sontgénéralemenhondétectables par les méthodes

culturales.

Ces 4techniquesultureindépendantéT-RFLP, RISA, CESSCP et PCROGGE) utilisent de
| ADN amplifié qui peutétre issude cellules vivantesinsi quede celluleanortes Pourpallier

ace probléme dutilisation du bromure@thidium monoazide (EMA) est une solutguggérée
par Rudiet al (2005) En effet IEMA est unmarqueur fluorescerqui peuttraverser la

membrane des cellules mortes et deatier a®ADN et empécher son amplification

2.1.3.2.3. Les méthodes NG@Next GenerationSequencing)

Le séquencage Sangetass&omme technique de séquencage de premiére génération,
estb a s ® s ationdés@natoguesichimiquésr o u pydroxgl Ngcessaire &lixtension
des désoxyribonucléotides (ANTPs) qui sont les monoméres desl@DN (Sangeretal.,
1977. Le mélange des dNTPs dans une réactintdnsion GADN produit des brins @ADN
de toutes |l es Il ongueurs possi bl esonspakalleesi , en
contenantchacune ue seuk basedNTP, la séquence nucléotidiqueeut étre obtenud.a
précision et la robustesse de cette technique ont fait du séquencage Sanger la technologie la
plus couramment utilisée pour séquend®DN pendantles trois derniéresdécennies.
Cependant, cette méthode est extrémement colteuse et il est diffiailélidrersa vitesse ce
qui limite son utilisation pour le séquencage de génomes complexésugnahd nombre de
séquencefKulski et al, 2016)

Lépparitiondes techniques NGSpermis de palliegiuxlimites du séquencage Sanggéce a

leur rapidité et leur faible coOEn dehors de leur utilisation posr®guencer | 6ense
génome demicroorganismesles techniquedNGS ont été adaptés pour le séquencage

d 6 ampsloiucem dbéadeseprodumes dbéamplification P
pour l 6 ARNT , l es t echni ggéa&sentplusieurs Milljane de- a g e
séquencesourtesa un debittresélevé De plus, la puissancanalytiquedes techniqueslGS

permef © partir doéun ®ahtaur deiedodviemenéteverbmo@eslesl 6 o bt e

A

populatiors présents. De p |l us,  Guti |l i saat iper ndiess dtbeacchcn® dg
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microorganismes faiblement représentés parfois non détectés par toutes les autres techniques
(De Mandalet al, 2015).

Dans la filiere vitivinicole, 16 a pgtibndes techniqgues NG& débuté en 2011 sé cese de
sedévelopger (Fig. 4).

12 -
llumina WGS

m lllumina Mi-Seq
u 454-pyroséquencage

=
o
T

(o]
T

(e}
T

Nombre de publications scientifiques

4 +
Apparition des
2 L techniques NGS
v
0 1 1 1 1 1 1
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Années

Figure 4 : Evolution du nombre annuel de publications scientifiquiisant des techniques de
séquencage de nouvelle génération (NGS) pour étiadiéodiversité microbieradans la filiere viti
vinicole.

(sourcepersonnelle)
Par cegechniqueNGS,| acés a une biodiversité plimsportante gu étremise en évidence
(Beldaet al, 2017 ; Morgaret al, 2017 ; Kioroglouet al, 2018 ; Stefaninet Cavalieri 2018 ;
Vitulo et al, 2019. En effet, 12 genreslevuriens, 219 genres bactérieets81 genres de
moisissures et champignoost été nouvellement décritians la filiere vitivinicole par les
techniques NGST@bleau 2.

Bien qubéoffrant des avantages | i ®set’ 'l 6latnaadcy
a une plus grande diversités techniques NGfrésentent certaines limitg3utreles biais liés
| 6 ®t ape d o dabardésadans le paragrdpbef2l118,2.19 amp !l i fi cat i on

par desamorces indexa (uniquement pour les tedlques NGS)est une étapau cours de

laquelle des biais supplémentaires sotrbduits (Soergett al, 2012).En effet, commeoute
techniquebasées ur une ®t ape d o, tameprésentativitéadeomomonayea r P CR
microbienns dans unéchantillon peut étre mal estimée, en raisGmd incompatibilité ou

d @éne mauvaise hybridation des amorces (Hetra)., 2009; Leeet al, 2012).
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Tableau?2: Liste des genres de levures, bactéries, moisissucgsueipignons identifiés par les
techniques noiNGS et NGS dans la filiére wtiinicole.

Genres identifiés par les techniqu
non-NGS et NGS

Genres identifiés uniquement par les

techniqgues NGS

Aureobasidium Millerozyma
Brettanomyces Naganishia
Bulleromyces Nakazawaea
Candida Pichia
Citeromyces Pseudozyma
Cryptococcus Rhodosporidium Arthroascus
Curvibasidium Rhodotorula Bandoniozyma
Cystobasidium Saccharomyces Bullera
Debaryomyces Saccharomycodes Curvibasidium
Dekkera Schizosaccharomyces| Dioszegia
Levures Filobasidium Sporidiobolus Gigaspora
Hanseniaspora Sporobolomyces Kurtzmanomyces
Hyphopichia Starmerella Lalaria
Issatchenkia Torulaspora Naganishia
Kabatiella Tremella Rhodosporidiobolus
Kazachstania Vishniacozyma Taphrina
Kluyveromyces Wickerhamomyces
Lachancea Yarrowia
Lipomyces Zygoascus
Metschnikowia Zygosaccharomyces
Meyerozyma Zygotorulaspora
Acremoniella Myrothecium
Acremonium Nectria
Actinomucor Neosartorya
Alternaria Neurospora
Arthrinium Nigrospora
Aspergillus Nodulisporium Ajellomyces Exophiala Piptoporus
Beauveria Oidiodendron Albugo Filobasidiella Plectosphaerella
Botrytis Omphalina Ascochyta Glomerellales Pleurostoma
Cadophora Paecilomyces Bipolaris Gibberella Podospharea
Chaetomium Penicillium Boeremia Gigaspora Puccinia
Chrysonilia Periconia Botryotinia Glonium Pyrenophora
Cladosporium Pestalotiopsis Bulgaria Haplographium Ramularia
Colletotrichum Phacidium Catelunostroma Holtermannia Rhodosporidium
Coniella Phialophora Cephalosporium Hyaloscypha Sarocladium
Coniochaeta Phoma Chalara Hyphopichia Sclerotinia
Coniothyrium Phomopsis Chalastospora Hypholoma Sebacina
o Cunninghamella Pithomyces Chloroscypha Itersonilia Selenophoma
Moisissures e Curvularia Pleospora Coccidioides Kabatiella Spathularia
Champignons Dendryphiella Rhinocladiella Cochliobolus Leptosphaerulina Sporomiella
Drechslera Rhizopus Colacogloea Leptosphaeria Sporisorium
Emericella Scopulariopsis Columnosphaeria Lewia Stephanonectria
Epicoccum Scytalidium Cronartium Magnaporthe Sydowia
Eupenicillium Sordaria Cytospora Malassezia Teratosphaeria
Eurotium Sphaeropsis Davidiella Massaria Tilletiopsis
Fusarium Staphylocotrichum Diaporthe Meira Thelebolus
Geniculosporium Stemphylium Didymella Monilinia Tremellomycetes
Geotrichum Syncephalastrum Dioszegia Mycosphaerella Uncinocarpus
Gliocladium Talaromyces Dissoconium Neofusicoccum Ustilago
Greeneria Thanatephorus Dothidea Pandora Veluticeps
Harzia Trichoderma Entrophospora Paraconiothyrium Vuilleminia
Histoplasma Tricosporon Erysiphe Peniophora Wallemia
Humicola Tricothecium Eudarluca Phaeosphaeria Zymoseptoria
Lecythophora Truncatella
Microdochium Ulocladium
Monilia Verticillium
Mucor Xylaria

41




Achromobacter Frankia Ralstonia
Acidiphilum Frigoribacterium Ramlibacter
Acidocella Frischella Raoultella
Acidovorax Fructobacillus Rathayibacter
Aerococcus Fusobacterium Rhodococcus
Aeromonas Gemmatimonas Rhodoferax
Alistipes Geobacillus Rhodopirellula
Alkaliphilus Geodermatophilus Rhodoplanes
Amnibacterium Gilliamella Rhodopseudomong
Anaerococcus Gordonia Rickettsia
Anoxybacillus Haemophilus Riemerella
Arthrobacter Hafnia Roseburia
Aurantimonas Halomonas Roseomonas
Acetobacter Leclercia Bacteroides Halospirulina Rubrivivax
Acinetobacter Leuconostoc Balneimonas Helicobacter Ruegeria
Agrobacterium Mesorhizobium Bifidobacterium Herbaspirillum Ruminococcus
Ameyamaea Methylobacterium Blautia Herminiimonas Salinibacterium
Asaia Microbacterium Bordetella Holospora Salinispora
Azotobacter Micrococcus Bosea Hymenobacter Salmonella
Bacillus Myxococcales Bradyrhizobium Janthinobacterium Sanguibacter
Brachybacterium Nocardioides Butyrivibrio Kineococcus Schlegelella
Brevundimonas Novosphingobium Caenimonas Legionella Sediminibacterium
Burkholderia Oenococcus Campylobacter Leptospira Segetibacter
Candidatus Paenibacillus Cardinium Leptothrix Shewanella
Caulobacter Pantoea Carnobacterium Leucobacter Shigella
Chryseobacterium Paracoccus Cedecea Limnohabitans Shinella
Citrobacter Pediococcus Cellulomonas Luteimonas Skermanella
Clostridium Pedobacter Cellulophaga Lutiella Sodalis
Bactéries Cronobacter Providencia Cellvibrio Lysobacter Sorangium
Curtobacterium Pseudomonas Chromobacterium Marinomonas Sphingobium
Devosia Pseudoxanthomonas Chryseomonas Massilia Sphingomonas
Enterobacter Rhizobium Clavibacter Megamonas Sphingopyxis
Enterococcus Rhodobacter Clostridiales Mesorhizobium Spirosoma
Erwinia Serratia Comamonas Methylibium Sporosarcina
Flavobacterium Silicibacter Conexibacter Microlunatus Steroidobacter
Gluconoacetobacter Sphingobacterium Corynebacterium Morganella Streptococcus
Gluconobacter Staphylococcus Curvibacter Moryella Streptomyces
Klebsiella Stenotrophomonas Cyanothece Mycobacterium Swaminathania
Kocuria Tatumella Defluvibacter Mycoplasma Syntrophus
Kocurta Thiomonas Deinococcus Myxococcus Tanticharoenia
Komagateibacter Weissella Desulfosporosinus Neisseria Teichococcus
Lactobacillus Yersinia Desulfovibrio Nevskia Telluria
Lactococcus Diaphorobacter Nitrospira Telmatospirillum
Dickeya Orbus Terribacillus
Dietza Oribacterium Tetrathiobacter
Duganella Orientia Thermomonas
Dyadobacter Oscillospira Thioalkalivibrio
Dyella Oxalobacter Tolumonas
Dysgonomonas Pannonibacter Trabulsiella
Elizabethkingia Pectobacterium Tsukamurella
Empedobacter Pelomonas Variovorax
Enhydrobacter Phyllobacterium Veillonella
Escherichia Planifilum Vibrio
Exiguobacterium Prevotella Wautersiella
Faecalibacterium  Pseudoflavonifractor Wolbachia
Fibrobacter Rahnella Xanthomonas
Flavimonas Xylophilus

( D6 a:peveas et Tech, 201 Bokulichet al, 2012b; Setatiet al,, 2012; Bokulichet al, 2013a, 2013bMartinset al, 2013; Campanaro
et al, 2014; Campisanet al, 2014; David et al, 2014; Perazzolliet al, 2014; Pintoet al, 2014; Rousseauxt al, 2014; Taylor et al,

2014; Burnset al, 2015; Knightet al, 2015; Piaoet al, 2015; Pintoet al, 2015; Setatiet al, 2015; Wanget al, 2015; Zarraonaindiaet

al., 2015; Bokulich et al, 2016 ; Bouffaudet al 2016; Boynton et Greig, 2016Faistet al, 2016; Grangeteaet al, 2016a Kecskeméti
et al, 2016; Marzanoet al, 2016; Portillo et al, 2016; Portillo et Mas, 2016; Salvettiet al, 2016; Stefaniniet al, 2016; Beldaet al,

2017; Castdieda et Barbosa, 201 ™De Filippiset al, 2017; Koénig et al, 2017; Morganet al, 2017; MorrisonWhittle et al, 2017;

Stefaniniet al, 2017 ; Sterneset al, 2017; Canforaet al, 2018; Eichmeieret al, 2018; Kioroglou et al, 2018; Lewiset al, 2018; Li et
al., 2018; MorrisonWhittle et Goddard, 2018Simoninet al, 2018; Stefanini et Cavalieri, 201,8Wei et al, 2018; Zhanget al, 2019
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De pl us,  Gutilisation débamorces i ndex ®es

pr ®f ®r entiell e en favorisant Il "amplificatior

amplification pr®f ®rentielle depdesnamor@get! e men

du nombre de cycledze PCR (Sipot al., 2007).

Les trois techniquesNGS les plus utilisée dans le domaine vitrinicole sont le 454
pyroséquencagde séquencagélumina Mi-Seqet le séquencage Illumina WGS (Whole

Genome Sequencin@palvettiet al, 2016; Kioroglou et al, 2018)

Le 454 pyroséquencage

Décritepour la premiére fois en 200% 454-pyroséquencagest ine techniqueNGS
utilisant leséquencage paynthéséMargulieset al, 2005) Le principe de cette techniquest
basé sur la détection du pyrophosphate libhgaeg la fixation @s nucléotidespendant le
séquencageAu cours de lapremiére étape deénaturationla ligatue des séquences
«adapteurs aux fragmentsd 6 A DxNlés pour le séquegage est réaliséeEnsuite, ces
fragmentsligaturéssont attachés a déilles en reconnaissaheur séquence< adaptateus
présente sur la surface des billbg cette fagconchaque bille est associée a un seul fragment
d 6 A [ENsuitechaquebille est isoléelans urmicro-milieu aqueuxpermettant adnplification
duf r a g me n tCettk anplifidhtion est réalis@arémulsion PCR prodsantenviron un
million de copiegle ce fragmenPar la suite ds billes sont transférées sur une plaguébres

optiques ow picotiter» (PTP)ou le pyroséquencagerend lieu Celaconsiste a activer une

série de réactionsnzymatiquegun type denucléotide par cycle) permatitl a sy nt h s e

brin complémentairau f r a g me ohbisi HadixatidNdes nucléotids a leur séquence

complémentairdibere unemolécule dgyrophosphte induisantun signal fluoresceninsi,

la séquence du fragmen®DN estreconstituégpar la détection de la lumiére fluorescente
Lautilisation des plaques « picotiter» permet de réaliseisimultanémentdes centaines de

milliers deréactionsce qui augmenteonsidérablement le débit de séquencage.

Dans lafiliere viti-vinicole, le 454pyrosequencagea été utilisé pouta caractériation des
communautésongiques(levureset moisissuresjle vignobles (Castdieda et Barbag 2017),
surdes racines de vignes (Bouffaatal, 2016),sur desfeuilles devignes (Perazzolliet al,
2014; Pintoet al, 2014 2015), surdes bais de raisin (Tayloet al, 2014; Kecskemétet al,
2016; Stefaniniet al, 2017 ainsiq u 6cawisde FA (David et al, 2014; Piaoet al, 2015;
Wanget al, 2015; Portillo et Mas, 2016 Stefaniniet al, 2016; De Filippiset al, 2017;
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Grangeteauet al, 2017. Cette méthode a également été utilispeur caractériser les
communautés bactérienrtesuvées sudes feuilles de vigne (Campisaebal., 2014; Pintoet
al., 2019 etau cours defermentationgPinto et al, 2015; Portillo et Mas, 2016

Le séguencage llluminzblé (Mi-Seq)

Suite aux travaux fondateude Fedurcoet al (2006) et Tucatti et al. (2008) la
technique lllumina a été développéda commercialisation du premier séquenceur Genome
Analyzer (GA)a eu lieu er2006 Depuis ce lancemeng technique llluminaMi-Seqa connu
un tres grand succesttant donnéles avantages @elle présente par rapport au 454
pyroséquencage. Eeffet, ldllumina Mi-Seqest une technique egtnement performante qui
permef(i) de réduire les erresiqui peuvent avoir lieu aours du séquencadieuo et al., 2012)
et(i)ddaugment er | e néudbsimeltarEdeRtoethpartanséduenoemadui
lecadit de | Airsincaslayastages bfait dela technique lllumingla technologie NGS

la plus utilisée sur le marchié | 6 h e u (Keoroglon ¢t al €20118)e

Latechnique llluminae baseur leprincipe duséquencage par synthédesedivise en quatre

grandes étapeqi) la préparation de librairies, (ii) la géaéon des clusters, (iii) le séquencage

et ( i v ) biokinfoematmue yes séquence@-ig. 5). Premierement, apres une étape
déoamplification par PCR, des adaptatesirs so
amplifiés. Ensuite, ces adaptateurs sont fixés sus $&guencecomplémentaireaccrochés

sur une plaque solide appelké€low cell». Chaque« Flow cell» est composée de plusieurs

canaux dont chacun contient 2 adaptateurs différ&dsxiemementsui t e ° l 6act i\
| 6 ADN p o,l up rb@r carsp&mentaire vétre synthétisé a partir des fragments
initialement attachésur la«Flow cell»>. L6 ext r ®mi t ® | i bre de ces f
sbhybrider au deuxi «Hiewcellyeeréad dngppdnLestfragments r s ur
seront a leur tow, amplifiés par « BridgePCR» ce qui va créey pour chaque séquence

plusieurs copies ideiguesconnues sous le node cluste. Ensuite, afinde déterminetes
séquencesiucléotidquesde asfragments(Read 1) cette techniqueitilise des nucléotides

modifiés et étiquetd& avec unfluorochrome Les nucléotides ont leur extrémitéh8/droxyle
inactive afin daédadsusnu rseerull déniunccl oRroptoirdaet i"onc haqu e
sontexcitéspar laser pour émettre un signal lumineux spécifique a chaque nucléotide, qui sera

détecté par un dispositiftransfert deharge (CCD)
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Figure 5: Principe de la technique de séquencage lllumina cibléSétj)

(source personnelle)
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Ce procédé de séquencage est répété une deuxieme fois sur le brin complémentaire de chacun
des fragments séquencés (Read 2). Finalement, les séquences générées sont groupées en
fonction des Read 1 et 2 et sont ensuite traitées par des pipeliresobitatiques afin
doéattribuer des uni t ®s 0 p ®Ces tOTWsnabtenud LBt t a x
compar ®es avec des banques de donn®es pour |
technique 1 Il umina est | uti |l rls enargement desb | i g a
échantillons. En effet, une surcharge de ce contrdle peut entrainer un chevauchement des

clusters et une mauvaise qualité du séquencage.

Cette technique a été utilisée pour caractériser pagmilations de levures, bactéries et
moisissuesdans dewignobles (Burnset al, 2015), sudesceps de vigne (Faiset al, 2016),
surdes baies de raisin (Marzagbal., 2016) et au cours d€A (Bokulichet al, 2012b, 2014
Boynton et Greig, 2016Sterneset al, 2017; Li et al, 2018; Simamin et al, 2018). De plus,
cette technique a ®t ® appl i gu®desengrenheenemesn t
reliés au vin (sol, murs et matériel vinaire) (Bokukthal, 2013a).

Le séquencage lllumina WGS

Le séquencage WGHNholeGenome Sequencing) est une méthode dérivée du
séquencage lllumina Mbeq. Cette méthode implique le séquencagétdsémble du génome
des microorganismes présents dans un échanéllan débit et une résolution trés ékevé
Récemment, Salvetsital. (2016) ont utilisé ce type de séquencage pour la premierafiiois
dé ® vea lb diversité fonctionnelle du consortium microbien assoei@ux baiespour la
production de raisins seeal cours de deux processus différents de séchage (tra€ltien
accléré).Pour des baies de raisin séchées de facon traditionmedidorte abondance de genes
impliqués dans le métabolisme et le transport des acides aminés est observée alors que pour les
baies de raisin séchées de facon accélérée, les géenes impkmséke dnétabolisme et le
transport des glucides sont plus préseditsrens et al. (20109nt également réakine étude
comparative entre la technique de séquencage WGS et le séquencage ciblé de la région ITS
(lumina Mi-Seq) pour étudr les dynamiques des populations levuriennes au cours des FA.
Par comparaison des données obtenues, les réslilts¢giuencag8VGS ontréveléun biais
d a n sstimatidon de abondance relatives du séquencage ciblé qui tend a surestimer

| 6 ab on certairts gen@salevuriensn-SaccharomycesommeMetschnikowia
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Finalement, toutes les techniqgues NGS et-N@S ont permis de cactériser le consortium

microbien depuis l&# i gno bl e | ussegnerdatios.|Capentlantnla rdagorité de ces

méthodesse sont focalisées u r |l a biodiversit® et | 6®vol ut
processus de vinification ettrées pgd ®t udes se sont i nt ®ress®es
vin.

Partie2 : Les populations microbiennes résidantes dans les
environnements reliés au vin

Au cours du processus de vinification, les baies de raisin, le mo(t et le vin rentrent en
contact avemlusieurs environnements 6 abord dans | a cuverie pul
dé®l evage. Ce sommésWRESYinerRelatex Ertvisonmentgegroupent des
surfaces qui seront en contact direct avec les différentes matrices comme le wiatérel
(pompes, pressoir, conqu°ts de r ®ceprntacton, tu
indirect comme | e sol, |l es murs et | d6air.

Une présentation synthétiqueldeiodiversitédes populations microbiennes identifiées les
WREsdans des cuver&avesen productiorestréaliséedans la partie eflessougn fonction
des m®t hodes do dch paltig §)eles méthodes mgN®® Encluant les
méthodes culturdépendante et indépendgnét les méthodes NGS. De plus, la persistance
des populations microbiennes sur les WREs etihepiication dans le processus de vinification

estégalement discutée

1. Biodiversité microbienne dans une cuverie en production

L6éenvi r on ncavere,rieu daeréceptioan de la vendange et de la fermentation
al cool i que, e pluslétGdeA notrer connaisgante, 18 études décrivent a ce
jour la biodiversité microbienne (levures, bactéries, moisissures et champignons) sur les WREs
de cuveries en production. Les especes microbiennes identifiées sur les différents WREs par
méthodes NnoiNGS et NGSsont présentésans lafigure 6.

1.1 Par lesméthodes noANGS

La majorité des étuded7{/18) décrivant la biodiversité microbienne sur les WRIESs de

cuveries ont été réaliseavec des méthodes ndiGS.
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Par les méthodes ndWGS :

AureobasidiumBrettanomyces bruxellensiBullera; Candidanorvegica Cryptococcuslavescens
Debaryomycebansenii; Hanseniaspora uvarugid. osmophila Rhodotorula Saccharomyceserevisiae
Saitozymdlava; Sporidiobolus Sporobolomyces; Torulaspora delbrueckifickerhamomycegnomalus Willopsis
AcremoniumAlternaria; Aspergillus; BotrytisCladosporium Epicoccum Fusarium; Mucor;Nigrosporg
Penicllium Phoma;Pythium Rhizopus Trichoderma Ulocladiunm Verticillium
Enterococcus; Lactobacillug;euconostocOenococcusPediococcus

Synthése bhibliographique
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Par les méthodes NGS
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Figure 6 : Les différents genres et espéces microbiennes identifiés (méthodﬁ@&ocrl-_-_-_‘; et f:::_'f NGS) sur les environnements reliés au vin (sol,

mur s, air et mat ®r

el

wmi naire) dbébune cuverie

(I Levuredl] Champignons et Moisissur@ili  Bactéries)
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En utilisant la méthode PCRTS-RFLP, la présence des genres levuriens
Aureobasidium, Candida,Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Lachancea,
Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Torulaspoet Zygosaccharomycea été mise en
évidencedansdeux cuveries eproductionav ant | 6 ent r,®eundmeesblexde ndang
WREssans distinctiomntrele sol,les murs et le matériel vinai(€iani et al, 2004; Océnet
al., 2010)

Peu do6o®tudes d®cr i sokde tuerie &n difet,oné sevetudei t ® d
recensea présence devures norSaccharomyce@on identifiées) et de 6 e sSpcerevisiae
parmtRFLP au niveau du sol doune c GA(Elavioet en pr
al., 2011a) Fig. 6). SeulsGrangeteaet al (201&), en utilisant la technique RF, mettent en
évidence la présence de plusieurs souches appartenant aux ebpécesrum et

H. guilliermondis ur | e sol Figl®une <cuverie (

Au niveau des murs, tr s peu dévwiennaedes s e
cette surface. En ef f et ,-Sdcchargmycésarden mues a@d@té i s ol a
mentionnée dans les étudesSimtamariat al (2005)et Clavijo et al (2011a)cependant ces
i solats ndéont pas ®t ®Sceckwsiag | $§ a ®pr ®C€encer sant
jamais été décrite.

La majeure partie des étud€kl/17) se sont intéressées a décrire la biodiversité
levurienne présente skermatériel viraire,seul WRE en contact direct avec la matrice modQt/vin.

Ainsi, une grande diversité a été mise en évidence, constituée de genres levuriens
Saccharomyce®t nonrSaccharomycesvec une proportion plus élevée de levures-non
Saccharomyce®0%, 72% et 64%alla population levurienne totale, respectivement) (Sabate
et al, 2002; Sangorriret al, 2007; Oconet al, 2010). Parmi les levures n@accharomyces,

les genres Aureobasidium, Brettanomyge Candida, Cryptococcus, Hanseniaspora,
Lachancea,Metschnikowia, Naganishia, Pichia, Rhodotorula, Torulop3isrulaspora et
Wickerhamomyceant été isolés sur le matériel vinaire de différentes cuveries en production
(Fig. 6) . En ce qui 8 ceravisiae,différerted samighes ccoemmerciales
(Santamariaet al, 2005; Clavijo et al, 20113 et indigénes (Ciaret al, 2004; Santamarist

al., 2005; Mercadoet al, 2007) ont été identifiées sur le matériel vinaire. Par ailléars
colonisation du matériel vinaire p&rcerevisiaesemble étrinfluencéepar letype de matériel.
SelonMercadoet al, (2007) le pressoir et les tuyaux de transport des modts et des vins sont
les deux types de matériel hébergeant le nombre le plus &lévé s delS aeresisiae.En
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effet, 30 isolats sur 5hyant FA du millésim@001) et 43 isolats sur §&vant FA du millésime

2002) ont étéetrouvésau niveaude cegleux types de matériel (pressoir et tuyaux de transport).
Léair doune cuawe\WREaehapt ot o otGgneatremehe tr av

aux autres WREs (sol, murs et mat ®riel), | a

non seulement au niveau de la population levurienne, mais égakunreneau des populations

de moisissures, champignons et de bactéFigs §). Pourla biodiversité levurienne, les genres

Aureobasidium, Brettanomyces, Bullera, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,

Hanseniaspora, Rhodotorula, Saccharomyc®aitozyma,Sporidiobolus, Sporobolomyces,

Torulaspora Wickerhamomycest Willopsisontétéident f i ®s dans | dair de d

avec des variations importantes dans la proportion de ces genres (Ebahe?l002; Oconet

al., 2013; PérezMartinet al, 2014). En effet, certaines études mettent en évidence que 100%

des genres identifiemu cours des périodes pré et post FA sont des levureSaumharomyces

alors que pendant la période des fermentations (en lien avec les activités humaines et les

a®rosols engendr ®s) , S cerévisiaeui astrpréspntes (Gaipttal, | 6 e s p

2008; Oconet al, 2013).Quant auxpopulatiors de moisissures et de champignons, les genres

Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium, Epicoccum, Fusarium, Mucor,

Nigrospora, Penicllium, Phoma, PythiuRhizopus, Trichoderma, UlocladiugnVerticillium

ont étéidentifiés (Picco et Rodolfi, 2004Garijo et al, 2008; Ocoénet al, 2011). De plus, un

Ssui vi de | 6®vol ution des moisissures et des

éteréalisé(Garijo et al, 2008; Oconet al, 2011). Ainsi, les genredlternaria, Aspergilluset

Penicillium sont majoritairement présents et systématiquement retrouvésggeekoit la

p®ri ode de | 6ann®e tandis que dCG&dfigues. Atdre genr e

d 6 e x e mp| eBotrytls @ uniguementesté détecté pendant la période des fermentations

(Garijo et al, 2008) alors que le genfladosporiumest détecté pendant la période des

fermentations et per si st eaetjaly20fly &n condparankla mo i s

bi odiversit® des moisissures et champignons

obtenus confirment que les genfespergilluset Penicilliumsont les genres majoritairasec

|l a pr®sence doéun nombre tr s ®I| Aspeyillasét&6s p c e s

espéeces du genRenicillium) (Picco et Rodolfi, 2004).

La présence de bactéries lactiquestérococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenocoetus
Pediococcusyl a n s dd cAwie en productiora également été décrite par Pékéartin et
al., (2014) Fig. 6).
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1.2 Par les méthodes NGS

Le développement des techniques NGSear mi s | 6 a ¢ @lussmportaniade n o mb |
genres et especes microbienagfiveau des maosiet vins (Morgaret al,, 2017) Concernant
lesWREsd 6une cuveri,e6@®nuge odiwat (BlR) edt la sehle étude
décrivant a ce jour,l a bi odiversit® microbienne dans |
productionpar méthode NGS (lllumina MBeq). Les auteurs démontrent ainsi la présence
déesp ces |l evuriennes jamai s d®eNGB.tAetire sur I
d 6 e x e mp léeeCryptaxaccue saifpiCryptococcusalbiduset Starmerella bacillariont
été détectées sur le sol de la cuverie et les espBcebruxellensis Cr. saitoi,
Rhodotorulaslooffiag Starmerella bacillariset Z. bailii détectées sur le matériel vinaifad.
6) . Au ni ved&duceradigaegtbespniceai rement ~ ce qui a
®t udes et par d-dNel(Gabaetalt2@02; Sangoqiteteal 2067p@con
et al, 2010),elle apparait dominante sur le matériel de la cuverie avant et au cours de la FA.
En plusde la population levurienne, Bokulicht al (2013) ont mis en évidence, pour la
premiére fois, la présence de différents genres de moisissures, champignons et bactéries sur le
sol et le matériel vinairegels que les genres de moisissukksrnaria, Aspegillus, Penicillium
et Wallemia et les genresbactériensBrevundimonas, Gluconoacetobacter, Oenococcus,

Paracoccus, Pseudomonas, ShewaretiBphingomonag-ig. 6).

La biodiversité microbienne des WRE§ aa i t |edontbijewsasdtudeshéme si certains
environnments comme les murs ont été peu étudarcontrea notre connaissandes études
sefocalisant sur la persistance des espéces microbiennes identifiées sur les WREs et sur leur

capacit® ~ s0i mpl an tvieificati@asontdeaucougnoirs nompreuses € S S U S

1.3 Persistance des populations levuriennetesWRES de cuverie en production

Plusieurs études démontrent la persistance de différentes espéces de levures

Saccharomycest nonSaccharomycesur les WRES de cuverie en production.

Concer nanStcerevisiedapersistancedé i f f ®r ent es souches dan
de cuverie en production pendant plusieurs millésimessuggEré@our la premiére fois dans

les travaux de Frezier Bubourdieu en 1992. Dméme, & persistancele S. cerevisiaesur le

matériel vinaire de cuverigyant utilisé desouches commerciales a été mise en évidpace
Santamariat al (2005).Eneffet, en utilisant la méthode RFLP, les auteurdémontrent que,

bien guelle ne soit plus utilisée, une souche commercialé& d=erevisiaeest capable de
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persister sur le matériel vinaire un an apres sa derniéere utilisaéanémeen utilisant &mt-
RFLP et & PCR Interdelta, six soucheasdigenesde S. cerevisiaeont été identifieées sur le
matériel vinaire et retrouvé@endantieux millésimegonsécutif{Mercadoet al., 2007)

Plusieurs souchesedH. uvarumet H. guilliermondiiidentifiées par IRTF etisolées au cours
des FAd 6 wpremier millésime ont éta nouveadsolées aprés FA sur le sol et le matériel

vinairedurant le millésime suivarfGrangeteaet al, 2016a)

Ainsi, lamise en évidence de feersistance des levur8accharomycest nonrSaccharomyces
pendant et en dehors des périodes fermentdénemnte que les WRESs (principalement le sol
et le matériel vinaire) cotituentune véritable niche écologique pour les levures permettant

| 6 ®t abl i s fioemadtededuearia. e

1.4 Implication des populations levuriennes isolées des WREs de cuverie en
production dans le processus de vinification
Au-dela de la persiancedes populationl e v ur i e n n emnemdentrds culeriee n v i r
en production certaines études ont mis en évidempes la flore résidante de cuverie
(Saccharomycest nonrSaccharomycegstait capable de jouer un réllans le processus de

vinification.

Letran s f e r soucthedommexcialel e | 6 R cerpvisiagerésente sur le matériel vinaire
avant FA vers les modts/vins du méme millésaéé mis en évidencee Jeuneet al, 2006;
Mercadoet al, 2007; Clavijo et al, 2011a). Dans certains cas, le transfert de souches
commerciales d&. cerevisiadsolées du matériel vinaire peut également étre observé pendant
deux millésimes successifs (Santamafaal, 2005). De méme, é transfert de souches
indigénesrésidantsd ans | 6 envi r o nanégErdémontregeds ées raodits/\éns due

méme millésime (Ciargt al, 2004; Santamariat al, 2008)

A

Pour les levures neSaccharomycesine seule étud@centadécritlt 6 i mp |desix sotiches n
deH. uvarumet trois souchesaH. guilliermondiiisoléessur le sol et le matériel vinaidans

les FAdu millésimesuivant(Grangeteaet al, 201&).

2. Biodiversit® microbienne dans une cave db©o

Si la biodiversité & WRESs de averies en productioa f ai t tudésppeydet do ®
travaux ontporté suab i odi ver si t ® mi crobienne dans | 6en

Anotreconnaissanck,1 ®t udes exi stent " | 6heur e actuel |
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(levures, bactéries, moisissures et champignsmsdifférents WREdans la cavele sol,les
mur s, | e mat féts (Peyhaud el Dbradrcg, 1959 ; Belie, 4979 ; Sayet al,
2000,2002; Picco et Rodolfi, 2004 ; Clavijet al, 2011a ; Ocoret al, 2011 ; Baratat al,
2013 ; GonzaleArenzaneet al, 2013; Bokulichet al, 2013%; Oconet al, 2014). Les genres
et especes microbiennes identifiés sur les diffEMRES (par les méthodes ndiGS et NG$

sont présentés dansfigure 7.

2.1 Par les méthodes noiNGS

Par ces m®t hodes, seules | es populations f

cave do6®l evage ont ©®t ® ®tudi ®es

Les informations disponibles © | 6heure act
caves doOo®l evage reposent essentiell ement sul
utilisant des m®t hssdréammorpghdlogie den lbmies dévelappéedsar b a s ®

un milieu gélosé (Peynaud et Domercq, 195%Belin, 1979. Les genresAzymocandida,
Debaryomyces, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Taysbaralopsis, Trichosporon
Wickerhamomycesgt Zygosaccharomyceent été retrouvés au niveadu sol, les genres
Brettanomyces, Debaryomyces, Hanseniaspi@hia et Torulopsisont été retrouveés sur les

murs et uniqguement les genrdgymocandidaet Saccharomycesur le matériel vinaire
(Peynaud et Domercq, 1958elin, 1979).

Plusr ®c e mme n t ddautres ®tudes ont d®cr it | a
do®l evage et pl us parti culiNGS. Lepmeence deks gesresf 3t s
Azymocandida, Candida, Debaryomyces, Kregervanrija, Pichia, Rhodotorula, Sacchaspmyce
Saturnispora, Tausonia, Torulaspora, Torulop$&ckerhamomycest Zygosaccharomyces

®t ® d®montr ® au niveau de | a sur f aRegaud xt ®r |
et Domercq, 1959 ; Belin, 1979 ; Clavgbal, 2011 Barataetal., 2013; GonzalezArenzana

et al, 2013) De plus, la biodiversité levurienmeégalement été décritdaasurface interne de
ftsut i | i s®s au cours de | 6®l evage ainsi que d
Au niveau de flts usagéBrettanomyces,Candida, Cryoptococcus, Debaryomyces,
Nakazawaea, PichiaSaccharomycest Zygosaccharomycesont les genres levuriens

maj oritairement pr ®sents 7 parBeiinn(1989)Guezonet des f
al., (2011) eBarataetal , (2013) . C&paavisiaagestiaseulk éspésemécate
jusqudé”™ pr®sent 7 |l a surea,@0). nterne de f 3%t s
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_______________

Par les méthodes ndWGS:

Aureobasidiunpullulans Sporobolomycemseus

AcremoniumAlternaria; Arthrinium; Arthrographis Aspergillus;Beauveria Botrytis; Cladosporium Dicymg
Echinobotryum Emericellg Epicoccum Eurotiunt Exophialg Fusarium;Geotrichum Mucor; Mycospharella
Oidiodendron Penicllium Phoma;PithomycesRhinocladiella Rhizopus ScopulariopsisScytalidium Spiniger

ThysanophoraTrichoderma Wallemig WardomycesZasmidium Zygosporium

Piccoet Rodolfi, 2004;Simerayet al, 2000,2001 ©codnet al, 2011,2014

Par les méthodes ndWGS:

Brettanomycesustersi;
Debaryomycebansenii;
Hanseniaspora uvarunkichia
fermentansP. vini; Torulopsis
candida

Peynaudet Domercq 1959 ; Belin, 1979

\~~_ ______

Starmerella bacillaris
Alternariaporri; A. tenuissimaAspergillusconicus A. restrictus
Wallemiasebi
MethylobacteriumSphingomonas

Bokulichet al, 2013a /

_____________________________________

R

| / Parles méthodes neNGS:

AzymocandidanycodermaDebaryomycebansenii; Pichia
fermentansRhodotorulaglutinis; Saccharomyces cerevisiae;
Tausonigpullulans Torulopsiscandida; Trichosporoncutaneum
\Wickerhamomycemnomalus W. ciferrii; Zygosaccharomycédsailii

Peynaudet Domercq 1959 ; Belin, 1979 /

4
-

——

Par les méthodes nowGS:

Azymocandidanycoderma
Saccharomyces cerevisiae

Peynaucdet Domercq 1959

-

/Par les méthodes néWGS:

Surface externe des fQts:
AzymocandidanycodermaCandida sake

Kregervanrijafluxuum Pichia membranifaciens;
Rhodotorulamucilaginosa Saccharomyceserevisiae
Saturnisporssilvae Tausonigpullulans Torulaspora

globosa Torulopsiscandida; Wickerhamomyces

anomalus W. ciferrii; Zygosaccharomycédsailii

AY
N, Peynaudet Domercq 1959 ; Belin, 1979 Clavijo et al, 2011a

C. parapsilopsis Debaryomyceblansenii; D.maramus

Surface interne des fits:

Brettanomyces bruxellensis; Candida
boidinii; C. parapsilopsis Cryoptococcus
rajastanensisDebaryomycebansenij
Nakazawae#shiwadae Pichia
guilliermondii; Saccharomyces cerevisiag
Zygosaccharomycdmilii

Peynaudet Domercq 1959 ; Goddareét al, 2010
Guzzonet al, 2011 ; Baratat al, 2013 ; /
GonzélezArenzaneet al, 2013 s

_______________________

/ Par les méthodes NGS:

Surface externe des flts:

Aureobasidiunpullulans Hanseniaspora uvarumn]; Rhodotorulaslooffiag R. glutinis

Rhodotorulaslooffiag R. glutinis

Alternariaporri; A. tenuissimaAspergillus

conicus A. restrictus

BrevundimonasMethylobacteriumOenococcus

ParacoccusPseudomonasShewanella
Sphingomonas

Bokulichet al, 2013a S

Surface interne des fits:

Aspergillusconicus

_________________________________

Figure 7 : Les différents genres et especes microbiennes iderttifiéhodes noiNGS i
mat ®T i

mur s, air et

(I Levuredlll Champignons et Moisissurdii

i deti 1
J N o e . .
el vinaire)

Bact@ries
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La biodiversit® | evurienne a ®gal e&Emdilsant ®t ® a
la technique PCIDGGE, Renoutket al. (2007) ont mis en évidence la présence des espéces

B. bruxellensisC. stellatg Cryptococcus laurentii, yptococcugellulolyacusetS cerevisiae.

Labi odi versit® I|dédwanaey &€ nthe®Ildawnad d & daétdeiut el 6
révélant la présence des especes levurienndsureobasidium pullulans et

Sporobdomycesosessau cour s de | dPicpo®trRodolfl, B004Hm.®&). e v ag e

Par contrela diversité des moisissures et champigreonsf ai t | 6 obj et de p
et sp®ci fi gudesmcevas®). Athg, tes gereapergillus, Alternaria, Botrytis,
Cladosporium, Penicilliunet Trichodermaont identifieg(Picco et Rodolfi, 200det présentent
des dynamiques différentes sure annégSimerayet al, 2000et Océnet al, 2011) A titre
d 6 exempl ePenicilliien décrit nomee majoritaitgorésentaun niveau de population
stable tout au | ong de | 6 aCladesporianf{Oocanstalgue do
2011) etBotrytis (Simerayet al, 2000) semblent étre introduitap | é6acti vit ® hum
uni quement apr sseft gerrestminoritaiedg@ss 1a 2 Vois mwgcours de
| 6 a nde ®as)ssures et champignoAgiemonium, Arthrographis, Arthrinium, Beauveria,

Dicyma, Echinobotryum, Emericella, Epicootu Eurotium, Exophiala, Fusarium,
Geotrichum, Mucor, Mycosphearella, Oidiodendron, Phoma, Pithomyces, Rhinocladiella,
Rhizopus, Scopulariopsis Scytalidium, Spiniger, Thysanophora, Wallemia Wardomyces,
Zasmidiumet Zygosporiumpnt également étiéentifiesd a n s 6l ubonasied 6 @1 €Figa g e

7). Les populatiors de moisissuree t ¢ hamp i g n oscaves demblent éhatermaentr d e
varier en fonctiond e | 6 ©g e [Eneeffet, ne faildevdiversité de moisissures et
champignons est observgeur une cavd 6 ® | envpeoduetion depuis 10 aas comparaison

avec des caves doé®l evde§lkansg@com al 2a1d)cDe plusfesd e p u i
populations de moisissures et champign@rgntde facon saisonnieemfonction des niveaux

dhumi di t® et de t e mpet@l 20000@cénetdile 2014p Rar exempl&§ i mer a
pendant les périodes automnale, hivernale et printatégpepulation moyenne présente dans

| 6air ®t ai tOOOVECMP ddaidm es deud durant | 6®t ® cet
pour atteindre 800 UFCm®d 6 ai ret&dlQc -2n0 14) . Lo6influence de |
sur | a popul ation de moi si s s wgakEmeni&ésuggénéa.mpi gn
Une comparaondes populationsles moisissures et champignons presentd ans | 6ai r
réalisée entre douze caves difféemet a revélé des difféerences en termes de population

cultivable. En effetune populatiorcultivableplus élevée (347 UFC/mid 6 ai r) a ®t ® o
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dans scavasoules teenentations sont conduites sans utilisation dgp&0@apport axi

cavesou les fermentationsont conduiteavecSQ; (771 UFC/m? d 6 X(Simerayet al, 2001).

De plus, @ termesd 6 a b o n d a n,des autewd raettentvea évidence que les genres
Aspergillus, CladosporiurtPenicilliums ont | es genres | es plus abc«

ou les fermentationsnt conduites sans utilisation de SO

2.2 Par lesméthodes NGS

Par technique NGS (lllumina Meq), une seule étude décrit la biodiversité
microbienne au niveau du sol et des f(ts dans une petite cave expérimentale (capacité maximale
de 8 fltsYBokulichet al, 2013). Différents genres microbiemst étédécrits pour la premiere
fois dans | 6envi:rlesegpeees éevutiennedereobaaidium gpuldans,

H. uvarum, Rhodotorula slooffiagt R. glutinisont étéidentifiées au niveau des fts (surface
interne et/ ou Starmeeliarbacilarisaut nivdawd dusq. De plupour la
premiere foisdes genres de moisissures et champignaiterfaria, Aspergilluset Wallema)

et de bactérieBfevundimonas, Methylobacterium, Oenococcus, Paracoccus, Pseudomonas,

Shewanellat Sphingomongont étédécrits sur ces deux environnemts.

Auregardd u nombr e tr s fsaurlalbiedivatsiéRdesupdpelations ® a | i
mi crobiennes dans | 6enviddauétedescserdientcthéessage Cc a Vv e
dans le but de mieugonnaitre la biodiversité mais aussi cemprendre la dynamique et
| 6®vol ution de ces pebpguspgariculiecrenmese sa uf lcoruegss ddaialtt
En effet, étant donrié présence et la capacitélddevureB. bruxellensisa se développer dans
l e vin au c (Chatennedtal, 199)Rellagéclargnee des contaminatialens
| 6 envi r o rcaves, ihapatait eeessaire de multiplier les études sur la dynamique de
cette levure dans le but de pouvoirlamated® u | 6 ®1 i mi ner .

3. Quid déune nouv?el |l e cuverie/cave

Depuis le début du 21°siécle, & nombrale nouvéles constructionsinicolesn 6a ces s ®
d dugmendr au niveau international et particulieremenE ur op e . En effet, dboé
publié par lacommission européenne, le nombre de nouvelles cuveries a doublé entre les années
1999 (1412881) et 2015 (284 963) (Bruyas, 2003Eurostat, 2015).

Cependantseulement trois études ont été réabsgesein denouvellescuveries (Constanét
al., 1997; Beltranet al, 2002; Clavijo et al, 2011b)Mais, les travaux entrepris par ces études
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se sontfocaliséss ur | 6ef f et de | 6uti | i sSacereveiaesudl® s ouc

diversité des populations levuriennes présentes pendant la FA. Les résultats de ces études

démontrentquedi t i | i sati on doéunesS serusiabdanscmemondsr ci al e

cuverie depuis le premier millésime, influence la biodiversité et la composition des flores

levuriennes notsaccharomyceprésentes dans les modts et les vins (Constaratli, 1997)

ainsi que la diversité efdbondance des souches indigeéferevsiae(Beltranet al, 2002).

De pl us, | 6i mpact de | 6ut iSlcersvisiaed égalemdnt étés o u ¢ h

observé au cours des Eamillésimessuivantssuggérant la capacité des souches commerciales
devenir une f | anementde&la duwekree iiCorestastiiad, 1994 €laviyoi r o

et al, 2011b).

Cependant , a u c uareté ttaisedans umbuvellecaiwv>e rm @ noéuti | i s
staters levuriens ni dans une nouvelle cav®e plus, jamais ldiodiversité microbienne

présentess ur | es WRBUrdle cdvéricaven 6 a ® te@lorsd gRede nombreux
guestionnementsost pogspar la filiere viti-vinicole afin de comprendre comment une flore

résidantale cuveriécaves 6 ® t eaévdlue au cours du temps.

Partie3 : Mécanismegtfacteurs contribuant a la survie et a la
persistance des populations fongiques dans les environna@leFgs
au vin

Dans lesparagraphes précédents, la persistance de flores au setuwEies et
I 6i mpl i dlards irésidanted eu cours sdéutures FA ont été décrites. Différents
mécanismgdéveloppés par les microorganisnpesiventcontribuera leurpersistancet/oua
leur implantationdansun environnement donnBe plus,| 6 i n f | facenrsbietiqub® et
abiotiqueset les interactions entre microorganismpsuvent également contribuér la

persistancel e cert aines popul ations dans | 6environ

1. Les interactions fongiques

1.1 Généralités

Les interactions fongiques peuvent &éparées efi) interactions directes owcell-
cell contact> si un contact physique est impligué entre deux microorganighes (ii)

interactions indirectes par la présence de métabolites extracell(fages).
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Interactions directes Interactions indirectes

1T

%c@ .\,ﬁ% Sy QQ{"@
3
&

] X RS
-0® (%
2O Y
& YO @
Neutralisme Parasitisme Compétition Amensalisme Commensalisme Mutualisme

Figure 8: Lesdifférentesinteractions directes et indirectes connues entre microorganismes
(source personnelle)

Concernantla filiere viti-vinicole, le neutralisme et lgparasitisme sontes principales
interactions direes décrites dans la littératuéen ce quiconcerne les interactions indirectes,

i s Ocanmgmensalisimet du mutualisme ifiteractiongpositives) ainsi que lacompétition

etl 6 a me n sirgelactisnmégatiyesOdum, 1959 Alexandreet al, 2004; Dicks et al,

2009; Cianiet al, 2016; Liu et al, 2017) Dans cette partie seronfwloppéesiniguementa
comp®titi on e interdctidores nes rplesadécrigamel 6 heur ehez des t u el
populations fongiquespérticulierementchez les levures). Ces ineractions peuvent étre
influencées par un certain nombre de facteurs abiotiques (pH, température, éthanol, pression
osmotique, azote, Set biotiques (diversité microbienne, eedll contacj (Cianiet al, 2016)

(Fig. 9).

Physical-chemical
characteristics of must:
temperature, nitrogen content,
molecular sulphur dioxide, ...
Winemaking practices: dose of
inoculum, rehydration conditions,

S. cerevisiae
Competition for space and

nutrient, production of toxic
factor (killer), cell-cell contact,

Saccharomyces
cerevisiae
Temperature

Oxygen
Vitamins
.\'itr9§en iomgomds

Non-Saccharomyces Gelitozcell cotari

Proteinacenous antimicrobial

compounds (Killer toxins,
peptides)
Medium Fatty acids

Figure 9 : Facteurs biotiques et abiotiques contribuant aux interactions entre levures

(d6 a pCianiet al, 2016)

58



Synthése bibliographique

1.2 La compétition

En régle générale, la compétition est défipge la concurrence ddeux populations
microbiennes pour un ou plusieurs substratésents dange milieu, ce qui entrdne le
d®vel oppement dobaudérimend al b (CalumpI®Eat i on

La compétition pour les nutrimenfgtamines,azoteet acides amings été mise en évidence
entrepl usi eur s | e vS3accleasmycaestmdnBagchagomecdsu cours de la FA
(Bataillonet al, 1996; Rolleroet al, 201§.

Au niveau des vitamineQugh et ses collaborateurs (1988)mis en évidence une diminution

de | 6act i v etdeRla droessamee detplasieursesoucheS.derevisiaerésultant de

| 6aj out de f aiobu em® nteo nic & ® mé ded vwitanimesdfiotineteb t a |
pantotiénate du milieu deculture. Ce résultat sugg donc que la compétition pour les
vitaminespeut étre un des facteurs conduisanties fermentations alcooliques languissantes.
Cette hypothése a été validée par les travaux de Bataillon et ses collaborateurs (1896) qui
mortré, en conditions de vinification, qué uvarumest capablele consommer les vitamines
plus rapidement qu®. cerevisiagentrainant ainsi une faible croissanc&dwerevisiaeet donc

une fermentation alcoolique trés languissabteméme, la consommation rapide des vitamines
induisant une croissance plus lenteSlecerevisiaa été mise en évidence pour les especes

Hanseniaspora vinaet M. pulcherrima(Medinaet al, 2012).

En dehorgle la compétition pour les vitamines) peut citeta compétition pouréazotequi a
été mise en évidencentre S. cerevisiae et différentes espécesionSacharomyces
(Hanseniaspora vingeM. pulcherrimaet T. delbruecki), lorsquela concentratioren azote
devientfaible(<al7émg/lL d 6 a assimikbleYMedinaet al., 2012; Taillandieret al, 2014)
La compétition poul & a mmo n ¢enlaivs a@des aminéa également été décrigntre
S cerevisiaeet Kluveromycegnarxianusa i n s i  § cefeesmeéet Zygoascus meyerae
(Rolleroet al.,, 2018)

l1l3L6amensal i sme

L6 amens al itcomenme sne inter&tion megativan composé est produit par
une population ayant un effet négatifbub act i vi t @06 m® & @oputation @dune
1959) Denombr euses interact i onesdarnsdadilenevtiviaidole s me

entreles différentepopulations fongique@-ig. 10).
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1.3.1 Amensalisme entre levures

La production de protéines extracellulaires nommé@astéines killewschezl 6 esp c e
S cerevisiaee s t | 6i nteraction do@avannet Makoverni®63 | a pl
Shimizu, 1993 Toddet al, 2000).Ainsi, la productionde toxines kille(K1, K2 et K2§ par
S. cerevisiaea été demontré@Voods et Bevan, 1968Young, 1987 Van Vuuren et Jacobs,
1992). En raison de la grande diversité intraspécifique de cette espéce, trois catégories de
souches ont ®t® identifi ®es : (i) |l es souch
produisant pas (Woodx al, 1974), (ii) les souches neutres, résistantes aux toxines killer mais
néen produi sant pas et (i i) |l es souches ki
levures en produisent également (Young et Yagiu, 1978). La production de toxines peut
entran e r non seul ement | 6i nhi bi t iSocerevidiamagi f f ®r €
égalementde plusieurs especes n@accharomyces E n ef fet, | 6acti on
S cerevisiae a été décré contre les espéceB. bruxellensis (Branco et al, 2014)
Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces thermotolerandel®Brueckii(Albergariaet al.,
2010, H. guilliermondi, H. uvarum (PérezNevado et al, 2006) L.thermotolerans
(Kemsawaset al, 2015),Dekkeraanomalaet Z. bailii (Fernandez de Ullivaret al, 2014).

Le phénoméne killer a été décrit comme étant le facteur principal contribuant a la succession
de souches d8. cerevisiaeau cours de la FA (Péret al, 2001; Pommieret al, 2005) et a
leurpersistance potentielle s@wrhatériel vinaire (Sangorrietal., 2007).

La capacité a produire sléoxines Kkiller a également été mise en évidepmar des genres
levuriens norSaccharomycesommeCandidaspp.,Pichiaspp.,Hanseniasporapp. (Fleet et
Hear d, 1993) e t KhihyweranycescvackerhamiDiedaryasnyces wanrijii
Pichia vanrijii (Bussey, 1981 )Kluyveromyces phaffiiComitini et Ciani, 2010)T. delbrueckii
(Ramirezt al, 2015) eW. anomalugFernandez de Ullivargt al, 2014). De la méme maniére
gue pourS cerévisisepa pmduction de toxines killer pourraiinsi contribuer a la
persistancedes levures nofSaccharomycegCr. albidus, H. uvarum, Lthermotolerans,
T.delbrueckii et Wickerhamomygedans| 6 @amnement de cuveries (Sangorrinet al,
2007).Uneact i vi t ® ki | B.bruxellensim partieulictedentséie sotlignée pour
les espéeceb!. pulcherrima(Sipiczki, 2006; Oroet al, 2014),P. membranifaciengSantoset
al., 2009),T. delbrueckii(Villalba et al, 2016)et W. anomalugComitini et al, 2004).
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Amensalisme Amensalisme

entre levures
levures moisissures
Dekkerabruxellensis
Hanseniasporauilliermondii Kluyveromycewickerhamii
Hanseniaspora uvarum Torulaspora delbrueckii @ Brettanomyces Debaryomycet Borytis cinerea Aspergilluarbonarius
Saccharomyce ) bruxellensis hansenii — - Sacchgromyc
cerevisiae t_ Kluyveromycemarxianus Pichiamembranifaciens  Peniciliumexpansum cerevisiag Aspergilluochraceus
Lachancedhermotolerans r ;
Brettanomyces bruxellensis Aspergillusniger Alternariaspp
Saccharomyces cerevisiae Metschnikowi —
Y Wickerhamomyces | Dekkeraanomala Alternariaalternata fructicola t Aspergillushiger
anomalus o
_Zygosaccharomyc@allu Pichiamembranifaciens Botrytissquamosa Botrytis cinerea
Tetrapisisporahaffii Hanseniaspora uvarum . _— i
pisisporghaffi @ P Pichiaguilliermondii Cladosporiunvariabile :mls;mzflﬂﬁra
Torulaspora delbrueck‘ Saccharomyces cerevjsiae Colletotrichumacutatum
Hanseniaspora
. ; 4 Fusariumcrootwelliense | 4Yaum
(Bussey 1981 ; Fleet et Heard, 199@¢mitini et al, 2004 ; Pommieet al,, 2005 ; PéreiNevadoet sacch ‘
al., 2006 ;Sipiczki, 2006; Sangorriret al, 2007 ; Santost al.,, 2009 ;Tiirkelet Ener 2009 ; A @ 1 Fusariumoxysporum | 'ssatchenkiarientalis Aspergilus
Albergariaet al, 2010 ;Comitini etCiani, 2010 ; Brancet al, 2014 ; Fernandez déllivarri et al, Zygosaccharomycds | @ SO0
2014 ;Oroet al, 2014 Kemsawasckt al, 2015 ;Ramirezt al, 2015 Villabla et al, 2016) Macrophominghaseoling h:’:;fggf;ans Aspergillus
penicilliumdiai niger
N |- enicilliumdigitatum Metschriikowia
mensalisme Phomopsitongicolla pulcherrima
entre
maoisissures Rhizoctonidragariae ﬁ;ﬁﬁsaccharomyces
Alternariaalternata Sclerotiniasclerotiorum -
: Aspergillus . X .
jaﬁzﬂei(:?lg/l:‘.‘ :\':grr:]aarti; carbonarius‘ Cladosporiunherbarum L Trichodermaviride
aculeatus Aspergillusiiger | Eurotiumamstelodami
var. niger benicilliumd b (Lafon-Lafourcade, 1984RibéreauGayon 1985 ;Chalutz 1988 ;Suzziet al., 1995,
\ enictliumdecum 9 Karabulutet al., 2003 ;Bleveet al., 2006; Ponsoneet al., 2011 ;Cubaiuet al, 2012 ;
Kapetanakoet al.,, 2012)

(Valeroet al., 2007)
Figure 10: Amensalismentre les différentes populations fongiq@‘ Activit® d.)

(source personnelle)
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1.3.2Amensalisme entre moisissures

Les i nteract i @mremabki@sarassonspau éfudidage(l0) . A | dheur
actuelle,seulel 6acti vi t ® anAspegitusa éstmése ah @vidgneencondes
genresisolés des baies de raiqiAlternaria, Cladosporium, Eurotiurat Penicillium). Cette
activitte st variable en fonction despécdv/algoetales et
2007) Cependantbien quela nature des métabolites extracellulairepliquésn 6 gas tte
identifiég les auteurs démontrentqguee s f act eur s abi oti ques c¢comme
de | @)easuenflml ent i nf mtageisnceehez derainas espéees (Vawhdd a
2007).

1.3.3Amensalisme levureganoisissures

L 6 ansedisme levuresnoisissures a été étudié ddae but decontrdler(biocontrole,
Sharmeet al, 2009)le développement de moisissures présentes suriks daraisirdont le
développement est souvent associé a la production de mycotoxines ou de déviations
organoleptiquesiu vin (Correia, 2011 Rousseauwet al, 2014; Patersoret al, 2018).Les
genredDebaryomycefChalutzet al, 1988) Saccharomyce&ygosaccharomycdSuzziet al.,

1995; Cubaiuet al, 2012) MetschnikowigKarabulutet al, 2003) LachancegBleveet al.,
2006; Ponsonet al, 2011) eHanseniasporéKapetanakoet al, 2012)ont été décritsomme

étantcapables derhiter la croissance des genmliernaria, Aspergilluset Penicillium.

Botrytiscinereg | 6agent responsable de | a pourriture
antagonistecontre certainedevures Ainsi, le développement excessif &e cinerea surles

baies de raisirinduit la production de substances acétigénes diminuant la croissance de
certains levuresdans les modts de raisfhafon-Lafourcade 1984 RibéreauGayon, 1985).
Déautres ®t udes s deBrem Merbaryomyces(Chalutzet dl,el988) et
Metschnikowia (Karabulut et al, 2003) présentat une activité antagonistenhibant le
développement dB. cinereasur lesbaies de raisin

Ainsi, la persistance des populations microbiershesn s | 6 e n pourraib &r@e e me n t
due 7" | a comp®t i Enieffeta ue ts eli ha ndedbrusna lIciosnmseo r t i um 1
un microorganismavecu ne capaci t ® d o a stitionestvraisemhiablement de c
capablede se développer au profit des autres microorganismes présents et par comgeque

persistempar la suiteToutefois, de nombreux questionnenssgd posent quantladé i mp |l i cat i
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de ces interactiongis-avis dela persistance des microorganisnagemsles environnements

(WRESs)de cuverie et/ou de cave

1.4 Quorum sensing

Ce phénomeéne a été évoqué pour la premiere fois dans la filiexénidble, chez
| 6 e sP cemasiae(Bisson, 1999)Le « Quorum Sensing» (QS) est déini comme un
mécanismeale communication cellulairenpliquantdes molécules signdPlusieurs molécules
signal produite parS cerevisiaeont été décrites | 6 hydr o g ®n o etal, 1998y at e (-
| 6 ac ®t aRicldb@édt gl dL896; Cheraitiet al |, 2005) , | 6 aehahd997),um ( Pa
le 2-phényléthanol, le tryptophol et le tyrosol (Chen et Fink, 2006). Récemment, la production
de molécules sighgparticulierement le -phényléthanol, le tryptophol et le tyrosol, a été mise
en évidence pour les espéd¢esuvarum, Torulaspora pretorienset Z. bailii (Zupanet al,
2013).

2. M®cani smes dbébadaptation ° | denvironnement

2.1 Métabolisme levurien

Les levures se développegtace aune grande variété de nutriments (carbone, azote,
phosphoreé ) ut i | i s ®s s difoemgia pernettant régakementa production de
biomasse (Conwagt al, 2012). Cependant, la disponibilité des nutriments dans leumil
affecte fortement les capacités de croissance des levAiesi, selon lesnutriments
di sponi bles, | es |l evures ont | a cepa0o0t ® doa
Cette adaptation se manifeste par le changement du taux deamceisdes levures et par
conséquenla durée du cycle cellulaire (Brauet al, 2008). De plus, les levures peuvent
également ajuster leur métabolisme en fonction de la disponibilité des nutriments. En régle
générale S i | 6apport d e t stable,r lesmevurds spossedgrit satous e ) 1
métabolismaespiratoiree n pr ®sence dobéoxyg ne ( psoitdimcti on
métabolisme fermentarenabsence doéoxyg ne (Frgsche,dl®®k i on
Cependant, une f msesépassean dertaia pelpitderures sulmissegtiunec
bascule métabolique (effetafdtree) permettant de garder un métabolisme fermentaire
(production dé®t hanol) m° me en pr®sence dobc
particulierement été décrit chés espéceS. cerevisiagDe Deken, 1966¢t B. bruxellensis
( Roz pn ctaw20kla
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La levure S cerevisiae présente des besoirmrbonés et azotéglus élevés en
comparai son avec do aEnctonddiasdesnificatorels métakolisme i e nn e
deS cerevisiaedépendie la composition en sucres et la concentration en azote assimédable d
modlts (Henschke et Jiranek, 199®inuet al, 201J.En ef f et , |l es @wrudes ¢
large gamme de sucrpgesents dans les mo(fisictose, galactose, maltose, mannose, raffinose
et sucrose)estf er ment es ci b ISecerepisiae (DaradLamijpde et eal, 2004,

Fugelsang et Edwards, 200W)est a noter que ces besoins semblent étre salépgendars

En effet, des differences de performandermentaire sont observées entre des souches
commerciales d&. cerevisiagpouruneméme concentratioinitiale enazote (Manginoét al.,

1998).En ce qui <concerne | estelhresancentratiorede 14D @ s s i I
dobazote assimilable/L est n®ces qJaaneket alpour |
1995) Certainessouches d&. cerevisiagpossedent des besoins azotés deux fois plus élevés

gue dautres pour maintenir la méme vitesse de fermentation (Jtliahh 2000).Ainsi, les

souches peuvent étre classées en trois catégdaddement, moyennement ou fortement

exigeantes en azote.

Lacompositioren sucregt la concentration en azote iasitable dans lemodltsontdes facteurs
conditionnantnon seulemente développement @S cerevisiaemais égalemenles levures
non-SaccharomycefAndorraet al, 2010; Gobertet al, 2017). Cependant, certaines de ces

levures, moins exigeantes, sont peu sensibles aux varidgooss nutrimentdans le modt

Cbodest | Be brugedesisisgliiepossedain métabolisme anaérobie facultatif et Carbtree
postitif (Hel9).orEn edo Rp ajrkalrcgrevitideP\benellehsi@ e s p c
ne pr®sente pas doéoexigences nut retal,RPOOMNENel | es

effet, une concentratiole60mgd 6 a aminék est suffisante powsa croissanceuilloux-
Bénatieret al, 200). Récemment,l a été décrit que la&aonsommation desucreschez

B. bruxellensis était souche dépendani€ibrario, 2017). Ces différentescapacités de
développement détries chez | a |BebvuxelleasispburraiéntcaBtribaet, €no n

partie a @ per si st ance ddencaveriesét/euncavis, rniliaunpauvre remn

nutriments.

Les nutrimentsreprésenteninon seulement comme substrats de croissance, mais
agissenaussi comme signaux de croissanfoeant ainsi un réle important dans la capacité des
levures a persistetans leur environnemerin effet,les nutriments servent de signaux dictant

les programras métaboliquest transcriptionnelgpermettanta surviedes levuregBroach,
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2012) . A titre dadenceenmpoteassociée a unprésencedk dortes
concentrations en sucres, la réponse adaptativi® clerevisiaese fait principalementia la

r®gul ation de | 6expression de g nes et | 6ind
(Backhuset al, 2001 ; Erasmust al, 2003).

La capacité des levures a survivre et persister dans un environmErueggalement
étre liée a leur appartenance a la classe des basidiomycetes ou des ascomycetes. En effet, Fleet
et al (2002) indiquentque, dans des conditions environnementales défalesiaune
prédominance des levurasnétabolisme respiratoi(elasse debasidiomycetgsest observée

par rapport aulevures fermentairg€lasse deascomycetgs

2.2 Le changement de morphologie

Dans desenvironnements carencés en nutrimerdsrtaines gmces levuriennes
di sposent dbéune st r atvadeickangdnierat dealp maaphalogiendesp ar t i
cellules. Ce changemerse manifeste paune croissance filamenteuse/hyphé®mmée
pseudemycélium): les cellules adoptenalors une forme celllaire allongée avec un
bourgeonnement distal et unipolaire. Suite au bourgeonnement, les celkitad attachées

par la cytokinece qui entrine la formation de longues chaines de cellules.

Cate strat ®egstdécritehboaud a d Cemdeipalbicamspathogene opportuniste
qui se développe dans les muqueuses des étres hiehdons lavirulence est liée a ce mode
de croissance (Browret al, 1999; Giusaniet al, 2002).Cette croissance filamenteuse a
également étéétrite chez différentes espéads levures nol ogi ques. En eff e
épuisement nutritionnghzote et glucose), 6 e s cerevisiaeprésente un changement de
morphologie au niveau des cellules emaat une croissanédamenteuseur milieu deculture
(Gimenoet al, 1992; Roberts et Fink, 1994Cullen et Sprague, 20Q@Chowet al, 2019).
Indépendammentle | 6 ®t a't d e S qerevisiaedDickinsath,e2008) ce mode de
développement est régulé par différentes voies de signalisation dai¢ MAPK (Mitogen
Activated Protein Kinase), RAS/PKA Rat SarcomaProtein Kinase A), SNF $ucroseNon
Fermentable) et TORT@rgetOf Rapamycin) (Cullen et Sprague, 2012).

La croissance filamenteuse a également @éerite chez différentes especes rnon
SaccharomycellesqueB. bruxellensigAguilar Uscangat al, 2000; Echeverrigaragt al.,
2013; Vigentini et al 2013, Schizosaccharomyces pom@EmoahBuahin et al, 2005)
P. guillermondi (Echeverrigarayet al, 2013) et Yarrowia lipolytica (Szabo, 1999).
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Léobexposition depurat éttelun lfaetasur irduisanSI1® changement de
morphologie, maisles résultatsontradictoires ont été obten(Migentini et al, 2013; Louw
et al 2016)

2.3La capacité a sporuler

La sporulatiorchez les levurese déroule en trois grandes étafpeg. 11). Au cours de
la premieredivision méiotique, les SPBsSindle Pole Bodies), structuresencastrés dans
IGenveloppe nucléairayant la méme fonction que les centromedesjennent des sites de
formation pour les membranes deprosporeqi). Ensuite, au cours de @euxiéme division
meiotique les membranegles prosporese dilatent et englobent les noyaux haploides en
formation(ii). Finalementces membranes se ferment sureff€émesainsi quea membrane

delacellulen r e i ndui sant | a fantquatetsporematudd(ii)n as que

- Membrane® ’ .. \ ‘... Membrane‘
| prospore a1 cellule mére

I
1
SPB :
' (D .@@
». © O @
:
1
1
1
|

1 Enveloppe
I nucléaire
|

|

| Formation des sites de

\ developpement dq:s'ospores

Asque

*@*

Méiose | Méiose Il

Fermeture des membranes de
\ prospore®t de la cellule mé/ré
~

\—————————————
N o e e e e o Em o o =

Développement des
\\ membranes dgwospores ,

Figure 11 : Les dfférentes étapes de sporulation chez les levures

(adaptéde Neiman, 2011

En cas doé ab soeroes azotdéew eéarbdnaederchentescibles, les levures quittent
leur cycle de division mitotique (reproduction asexuétjentrent en meéioséreproduction
sexuéeleur permeantde sporuler(Esposito et Klapholz, 1981)a germination des spores a
été décrite pour les espédesvologiquesS. cerevisiae(Ramirezet al, 1998; Ambrona et

Ramirez, 2007¥t T. delbrueckii(Albertin et al, 20140, notammenen conditios de stress

nutritionnek (carenceensources carbonées et azoté€sg. pendant , tr s peu doé
| 6heur e actuell e sur | e rtl e de | a spor ul
microorgansme s dans | 0 SeulgKniglt at Gedoeedn(2016)nt misrécemment

en évidence qulka sporulatiorde S cerevisiaeseraitla sratégiepermettanta surviede cette

espéecalans le vignoble.
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Outre la formation des spores par meiose (reproduction sexuée), certaines especes
levuriennes possédent la capacité a former des slikeesn gardant le cycle de division par
mitose (reproduction asexuée). Dans ce leagrmede chlamydosporesst employé ce sont
desstructures ressemblant aux spores myaispossédentine paroi plus épaisse et une taille
supérieure a celle des spores. firésence des chlamydospores anége en exergugour
certaines especes de levures pathogenes c@naibicans(Staib et Morschhauser, 2007) et
Cryptococcus neoformargkin et Heitman, 2005). Cestructuresgénéralemenassociées a la
croissance hyplha sont issues de cellules nomméesuspensop s i t u®es ~ | 6dextr
cellules filamenteuses (Martiat al, 2005). Bien quda croissance filamenteuset até
démontrée pour plusieurs especes levuriennes isolées de la filiiaiciie (paragraph@.2),
|l a pr®sence de cdntomageyniseengvidenees nda pas

24L 0 ®t at VNC

Certains microorganismesont capables de rentréans un état viable nesultivable
(VNC) permettant de résister aux conditions environnementales difficlets état a tout
doabord ®t ® d®cr it p oHsaheridhia solieeVébpo choemg gqoia ct ®r i
présentaientes cellules toujours ablesmai s dans | 6i ncapacit® de s
nutritif gélosé (Xwet al, 1982). Suite a cettiécouverte, des travaux ont été réalisés pour mieux
caractériser cet état. Ainsi, par définition, des cellules VNC doivent (i) cansem® activité
métabolique, (ii) préseer une intégrité membranaire, (iii) étre incapables de former des
colonies sur ntieu gélosé (Yamamoto, 2000) et (i@)re capables de ressortir de cet étht
reprendre ainsi une capacité a croito@ parle donc de ressuscitatioms (Whitesides et Oliver,
1997). Lasorti e de | 6®t at VNC &est souvessnqui d®c |
initial ement a qgelulesdansgaet@tatl(@iven2005pe des

Chez | es | evures, cet ®t &Stcerevisia®Babnaal &,201B)t pour

et | es esp R braxellendisMillet @tr Lantvaudi-anel, 200Q Serpaggiet al,
2012) etZ. bailii (Divol et LonvaudFunel, 2005). ConcernaBt cerevisiaeet B. bruxellensis
l es ®t udes d®montrent que | 6entr ®e en ®tat V
(illemangqe db6oxyg ne et (i i iehal,2065aAgmoldcietdle201Dul f i t e

Serpaggiet al, 2012; Salmaet al, 2013; Zuehlke et Edwards, 2013 ongin et al, 2016).
Pour ces deux espece3,é nt r ®e dans | @é&eéendan(Salhtd,2018 Gapozzs o u c h e
et al, 2016).
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2.5Biofilms

Par définition, un biofm est une communautéicrobienne adhéréa une surface
biotique ou abiotiquet englob& dans une matrice autoproduite de substances polymériques
extracellulaires (EPS)Les biofilms peuventétre constités doéune oespecgsl usi eu
microbienne®t se développe sur des interfacesolide/liquide ou liquide/air (Costertenal.,
1978).
La formation de biofilms est un mécanisme complexe divisé en cinq étapes difféFentes
12) (Lasa, 2006) :
1. Attachement r®versible " |l a surface, ains
conditionnement.
2. Adhésion des cellules de facon irréversible deedébut dgroduction @ substances
polymériques extracellulaireERS.
3.Croissance et ®volution de | 6architectur e
colonies primaires.

4. Maturation du biofilm avec le développement dasro-colonies.

5. Détachement deolonies di biofilm et conditionnement de nouvelles surfaces.

\

1. Attacheme

Figure 12: Différentes étapg de d®vel oppement dodéun biof
(adaptédelLasa, 200p

Les premiéres études se sont intéressées a la caractérisation des biofilms bazttétiens,
particulierementaux biofilms responsablesl 6i nf ect i ons & iduesna lai e u h
résistance des microorganismes pathogénasx antibiotiques) ainsi du a ubiofilms
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responsabled 6 a | t s aimentsans lesndustriesagroalimentaires (Bridiezt al,, 2015;
AlvarezOrdoéfiezet al, 2019). Ces travaux ont permis de définir les différents éléments
constituant wadi &n off eltms etomdd®itons. LO®I ®ment
biofilm est la matrice EPS. En effet, cette matrice est produite au cours des différentes étapes
de développement du biofilm et foertéenvironnement dans lequel les cellest englobées

et se multiplient. En plus des polysaccharides, cette matrice contient des glycoprotéines, de
IGADN extracellulaire (ADNe) et des glycolipides (Zarnowskial, 2014; Flemming, 2016).

Les EPS assurent plusieurs fonctions au sein du biofilns telkela réention d'eau, le maintien

de la structure,éhctivité enzymatique,&hdhésion et la résistancexastress (Flemming et
Wingender, 2010)Cependant, ces différentes fonctiodépendentd e | a quanti t ®
produite. En effet, les EPS sont produiesdifférentes quantités selotage du biofilm les

nutriments présentt le type damicroorganismesn question (Mayeet al, 1999; Lericheet

al., 2000). lesrésistancechimiques et physique des biofilms e sontpas ds uniqguement a

Il a pr od P8 maiwéyaleshéntEa la proximité des cellules entre elles. En effet, le
rapprochement des cellules les unes des autres permet des échétadpediques renforcant

| eur adaptation aux condi tetiah B096; @oanye eNeisi n e me n t
2010 ; Mgretrg et Langsrud, 2Q1[Zes études des biofilms bactériens ont également révélé une
complexitéinattendue au niveau génétique. En effet, une multitude de gstiegliquée a

chaque étapeu développement des biofilms. Certagenessort exprimés lors du passage des
cellulesdu mode de vie planctonique sbde de vie biofilm (Garci&anchezt al, 2004),

alors gqgue dbébautres sont expri m®s letah20050e | a
ou encore durant la maturation duofiim (Fanning et Michell, 2012). De pluysles
connaissances actuelles indiqugne la formation des biofilms bactériens est contrdlée par des
moléculesdu QS, le monophosphate de diguanosing3}5')-cyclique (cdi-GMP) etde petits

ARN (sRNA9 (Wolsaet al, 2016).

Bien que la majeure partie des études sersticalisés sur les procaryotesil 6 aut r e s
travaux ont montré qukes eucaryotes, spécialement les levures, sont également capables de
former des biofiimsDans le secteumédical, de nombreux genres levuriens responsables de
multiples infections chez | 6°tre humai:n sont
C. albicans (Finkel et Mitchell, 2011),Cr. neoformans(Martinez et Casadevall, 2007) et
Trichosporon asahiiBonaventuraet al, 2006).En industrie agroalimentaire, les especes
Debaryomyces  hansenii Kluyveromyces  marxianus,  Trichosporfaecale et

Yamadazymaiangularis, ont été identifiee au sein @ ubiofilm formé surdu matériel de
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laiterie (Stellatoet al, 2015). En brasserie, des biofilms des esp€aewlida parapsilosis,

Candida pelliculosa, Gndida pararugosa, @ndida rugosa, @ndida sake, D hansenii,
Debaryomycesccidentalis, Pichia anomalaS cerevisiaeet Yarrowia lipolytica ont été

identifiés {Timke et al, 2004; Storgardset al, 2006; Timke et al, 2008).La capacité de

l evures doéint®r °t 1 nol ergespiofédmsacétédeoritepodrdes | t ®r a |
especesB. bruxellensis, H. uvarum, P. guilliermondii, P.manshurica, Saccharomycodes

ludwigii, Schizosaccharomyces pombe, Wicherhamonayeesaluset Z. bailii (Joseptet al,

2007; Tristezzeet al, 2010 JPuet al, 2014; Kregielet al, 2018; Perpetuinet al, 2018) ainsi

que pour des souches indigénes et commercialed desl pS cerevisiae(Tristezzaet al,
2010; Tek et al, 2018).La capaci t ® dbéadh®sion de diff ®r ¢
S. cerevisiaea été mise en évidence au niveau du matériel vinaire de cuverie (couche interne

des tuyaux de transport des modts/vins) (€elal, 2018) suggéranpue | 6 adh®si on
développerant deS. cerevisiaeen biofilmsexpliquerienten partida persistance de ces levures

sur le matériel vinaire et leur implantatidians les fermentations futurd3e plus, il a été
swggéréguedes souches d cerevisiaecultivées eraboratoire sraientsusceptibles de perdre

leurs capacité déadhésion et de formation des biofiliahg fait de leur culture réguliesar un

milieu riche (Kutharet al, 2003). CheB. bruxellensisla croissance dpiofiims a étébservée

sur dverses surfacesomme lepolystyréne (Josepht al, 2007) etle verre (Kregiekt al,

2018).Ce développement semble étagorisépar (i)unecarence nutritionnelle, (ijne faible
accessibilité aux sources carbonées (Kregfiell., 2018) efou (iii) un pH bas(Joseptet al,

2007). Tristezzaet al (2010) ont quant a euxobservésune formationde biofilms plus
importantedans le vin compa@ un milieu synthétique riche en nutrimes.plus ces auteurs

ont démontré que les cellules Bebruxellensiset deS. cerevisiaecontenues dang Ibiofilm

poss dent une r®sistance plus ®l ev®e aux d®s
des cultures planctonigueSe pendant |, un manque d&epdesnetr vat i
pasde visudiser les structuregidimensionnellest de valider la capacité de cette espece a

former des biofilms. A notre connaissance, seul Poupault (2015) démpatrenicroscopie

confocaleja capacit@@dhésion ddifférentes souches d& bruxellensissur pol/styréne.

3. Facteurs influencant la persistance des microorganismes

Les conditions du milieu peuvemhodifier le devenir des microorganismes dans

Il 6envi r onne men tels guddes facteurssal@otiques gtamperatute, éthanol, pH)
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ou desactivités anthropiques (ensemencements microbiensatiifisdu SQet ddagent s

nettoyage).

3.1Influence des facteurs abiotiques (température, éthanol, pH)

S. cerevisiaea été décrite comme cdpa de se développer et de maintenir une activité
meétabolique a des températures allart@C (Schadet al, 2004) a 39,8C (Walsh et Martin,

1977).De plus cetteespecest décrite commiwlérante” | 6 ®de$cantentratiophs pouvant
atteindre 117 g/ L) (Aréy®topea et @l 20401 CetteStdlerance & )
| 6®t hanol joue un r*le 1 mportantScaeravisiseaul a cr o

cours de la fermentation, ou les souches les plus tolérantes sont celles retrouvées a la fin de la
FA (Torijaet al, 2003). Les souches de cette espece sont également capables de se développer
dans un milieu tres acide (pH entre 3 et 3,5) tel que @gontré dans le vin (Charoenchkai

al., 1998).Associé aun métabolisme fermentaienaérobie facultative hautement performant
(Crabtree positif)] 6 e n s e mb tamctédsiques pasticipe a la meilleure adaptation de

S. cerevisiaeaux conditions d vinification.

En ce qui c oBnlruxellamss | pdleusspi ecuer s ®t udes se sont

desparametres physiechimiques du vin sur le développement et la croissance de cette espéece.

En effet,B. bruxellensiest décrite pour sa résistance aux variations importantes de température

(entre 4 et 22C) tout en gardant un nivedse cultivabilité asez élevé (Conternet al, 2006;

Zuehlke et Edwards, 2013). Récemment, Cibratial (201%) ontdémonté que la capacité

de Brettanomycedruxellensisa se développer dans des conditions de tempésatarables

participe 7 sa @neemsnide laawecle pldsaarésistindeal® oetie espéce
des temp®ratures basses (conditions retro

plusieursvoies de signalisatiomoléculaire(High Osmolarity Glycerol (HOG))Qui conduit a

| 6accumul ati on de gl etal, 20655B. lwhxellensgssseégalemen( Ga |l a f

d®crite comme r ®s vh (Smithet®ivol, 20IL6)Cette hasactaristiquéstl 5 %

cependant fonction de la souchdafata et al, 2008; Conterno et al, 2006.

Brettanomycesbruxellensisest aussi décrite comme capable de se développer a des pH trés bas

(pH = 2) (Conternoet al, 2006). Toutesces capacités combinépsuventcontribue a la
persistance dBrettanomycebruxellensigdans le vin et a la contaminaticgcurrenteau cours

de millésimes consécultifs.
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3.2Influence des activités anthropiques
3.2.1Ensemencements microbiens

La survie et | a persistance dwngolemauentoor ga-t
auss$ étre dépendamds des activités anthropiqudse | | es que | .OEnsffege de
plusieurs étudedémontrent que elsemencemedes modts par des souches comnadgside
S cerevisiaea un impact sul 6 abondance et | a s deilewges sant ® d e
Saccharomyce@eard et Fleet, 1985Egli et al, 1998; Rasporet al, 2002; Albertin et al,
2014c; Bagheriet al, 2017 etdeS. cerevisiagndigenesEgli et al, 1998. De plus, le levurge
influenceraitégalement la diversité des populations levuriemessutures fermentationgn
effet, Martiniuk et al (2016) suggerent gudessouches commercialede S. cerevisiae
devenuegésidbntesdans | 6 envi r on n,dimtem te dédeboppénentleclav er i e
population indigené&. cerevisiaedans Ie modfs et au coursdelaFA Cependant , I 61
| 6ensemencement d®pend de Ida sorgaaudcohien ocairhmd ri a
(Salvaa et al,, 2011).

Au niveau des WREsSangorrinet al (2007 mettent en évidencen nombre pludaible

d 61 s o IS adrevisiad(® isolats) sur le matériel de cuveries ayant recours a des starters
commer ci aux, par rapport au mat ®(2B ®sdlat3.vi nai r
Contrairement a cel#éaproportion ésespeces fermentatives A8accharomycesH. uvarum,

L. thermotoleranset T. delbrueckiiétait plus élevésur le matériel vinaire des cuveries ayant
utilisées des levures commercialéependantcetteétudeest la seule étude existaiite | 6 heur e

actuellesurce sujet

322L6utilisation du SO

Le SO, particulierement le S&moléculaire est utilisé pour ses différentpsopriétés
antioxydantesantiseptiques et antioxydasiqués. majorité des étudese mb |1 e s béaccor d
une diminutionapres sulfitagede la cultivabilitéetune modification de la diversité des especes
levuriennesd 6 i n(Cadstahtiet al, 1998; Cocolin et Mills, 2003 Takahashet al., 2014;
Grangeteatet al, 2016a 20173, d 6 a | t @oraetnoebat, 2406; Vincent, 2008 et des
especedactériennesRi b ®r e a et alG2006;,Bokulich et al, 2015 présents dans és
modts. Cependant, ces effets varient en fonction de la deseQd (du Toit et al, 2005;

Bokulich et al,, 2015)et des souches présenfBadaiet al, 2016) De ce faif | udilisationdu
SO pourrait avoir une influence indirecte sur la pessisé de populations miasbiennes sur

les WRESs lespopulatiors tolérantesau SQ seront plususceptiblesle sedévelopper etlonc
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de seretrouver sur les WREs apres F&ependant , “ , peuddbdenméesonta c t u e |

disponibles & ce sujet.

323L6utilisation doédagents de nettoyage

En dehors de I|y0différantesmétiaoties praventivephySigdes et
chimiques)sont mises en place potgduire les Bgues de containation des vins pades
populationdevuriennes (exB. bruxellensi} et bactériennes (bactéries acétiquesponsables
de alkédationdu vin (Lisantiet al, 20199 Ces m®t hodes incluent | 6e
(protection visav i s £ pourlé\ited le dveloppement des bactéries @imjues(Bartowsky
et Henschke, 2008pu le collage des vins | 6 a iraténesploar lufier contre les
contaminations paB. bruxellensis(Murat et Dumeau, 2003). Deyg d 6 autres compc
comme le chitosang B a | Ell emm@t@lg 2015)et!] a-gluzanas€Enriqueet al, 2010)sont
également utilisés pour controler dévelopgment deB. bruxellensisL6 ut i | i sati on
techniques préventives semble influencer non seuleBidmuxellensis mais également des
especeslui peuvengétre présentedans les modts et/desvins. En effet,bien qude chitosane
ne montre aucun impacur la population deS. cerevisiae(GémezRivas et al, 2004), la
croissance des espedtésuvarumet Oenococcus oemistcomplétemeninhibéepar ce dernier
( Baj deretdt200%).c é

Mal gr ® | 6 ut difféierses méthmdes pléeentivdssscontaninations des vins par

B. bruxellensisrestentrécurrentes etontdéectées ausdiien au cours de la FA que pendant

les étapes post fermeimes En ef fet et al RQAO@)rl GsaugYang nt at i on
contaninations eshotammenb b s er v ®e p e n cciles dontiteda@heenauaaise et
hygiénedescavesAinsi, les vinificateurs essant de renforcer legttoyage di matérielvinaire

et des fats présenem cavadans lebutde contréler le développemetd cette levure.

La désinfection du matériel vinaire en inox est réalisée selon une procédure bien définie
impliquantl 6uti |l i sation de produits chimiqgues ¢c¢hl
(Duperoux, 2011 En effet, b e f f idceaacidedpe®acétique et produits chlorés contre le
développement dB. bruxellensisa déja été mise en évidence slalittérature(Tristezzaet

al., 2010).Les produits chimiquesper o xy d e d 6 lpgradétique pemmnganateded e
potassium, eau oxygénée) peuvent également étre employés padsinfiection des flts

do6®l evage. de €e pemdvaanutx, ont montr® que | 6ef fi

B. bruxellensisest limitée en raison de la porosité du bois (Riclardl, 2014).En effet,
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B. bruxellensispeut étre détectée a des profondeurs allant gasgga 8 mm dans le bois des

fts (Barateet al,, 2013).

Outrel 6 ut i les mauits aimiquds, les f(isuvent égalemeidtre désinfectés pared
traitementsa la vapeurhumide | 6, teglwmmers UV, les radiations micrmndesou les

ultrasons Chatonnet, 2010Guzzonet al, 2011; Schmidet al, 2011h. Lesétudes montrent

un effet positif de ces traitemergeurl 6 ®1 i mi n at iBobruxellemsigirésentadav ur e
suface des fltgJiraneket al, 2008; Schmidet al, 2011b; Guzzonet al, 2017)et a des
profondeurs de 2 a 4 mm (Schngtlal, 2011b) Cependant, ces traitemepisissantont un
impactnégatifsurla persistance 6 aut r es genr es daelesviasBrteffet, t r e p |
uneforted i mi nut i on desespece@andidapdrapsilopsis, @ndidaishiwadaeet

D. hanseniia été mise en évidence a la surface interne des fatsdgsiggection(Guzzonet

al., 2011).

En conclusion|l 6i nt er v e n @itraversiohuu md iidgEnts idemettoyadjepour

renf or cer ¢udetieg gdavesipeut adodr sIn impact négatif sur dgopulations
résidanteset créer des déséquilibres écologiques qui pourraient permettre@ GGa ut r e s
microorganismescomme B. bruxellensis de prend e avdntdgeen colonisant la niche

écologique laissée, etded i n s towplelresri sette ronndnzentde ld cave.n v i r
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Matériels et Méthodes

1. Echantillonnage du matériel biologique
1.1 Nouvelle cuverie

1.1.1 Environnements de la cuverie

Des prélévements oité réalisédans une nouvelle cuverig 000 n¥) située a Nuits
SaintGeorgeslans une zone industriel{Fig. 13). Cette nouvelle cuverie a été opérationnelle
pour la premiere fois en septembre 2016.
Trois environnements différents ont été étudiéssoleles murset le matérielvinaire. Les
pr®l vements de ces environnements ont ®t® r
apres la fin de la FA (T3) pour les millésimes 2016 et 2017 et uniquement a TO pour le millésime
2018. Avant | d6arri v ®ikésirdes2016,da mpjorite ol matérel vinade o | t e
®t ait neuf ° | 6except iquavaedtdéja été utiisées aupasavactu v e s
(Fig. 139. Ainsi, a TO 2016, des prélevements séparés ont été faits sur le matériel neuf et sur
le matériel ancie (Tableau 3) Les préléevements du matériel vinaire ont également été
effectués au niveau desnquéts de réceptiodespressoirsdesvannes et raccosen inox,
desjoints des cuvestdestapis roularg de réception.
Les prélevements ont étéffectués” | 6ai de do ®c o daisantdesostriss st ®r
longitudinales et transversakek surface d sol, des murs et du matérk la nouvelle cuverie.
Les surfaces prélevépsurchaque environnemesbnt présentgsdans legableau 3
Au total, 40 prélevements ont été réalisés par environnement et par temps de prélevement
(Tableau 3. Cependant, les prélevements du sol et des murs de la cuverie ont été plowblés
les millésimes 2017 et 204&ig. 13b et Tableau 3. Etant donné ce nombre conséquent
pour obtenir des échantillons moyens représentatifs de chaque environnesmaélevements
ont été poolé#a0 ou 80 écouvillons dans 40 ou 80 dikau physiologique (NaCl a 0,984v)
respectivement)liableau 4).
Au total, 7 échantillonsnoyens(millésime 2016)6 échantillonamoyens(millésime 2017) et
3 échantillonsmoyens(T0O 2018) ont été obtenymur les trois environnementso{, murs et

matérielvinaire) (Tableau 4).
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Légende:
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Figure 13: Plan schématique de la nouvelle cuverie indiquant les prélevements réalisés sur le sol pour
le millésime 2016 (a) et pour les millésimes 2017 et 2018 (b).

Tableau 3 : Surfaces et nombre de prélevements effectués sur leedifé&nvironnements de la
nouvelle cuverie.

Environnement Sol Murs Matériel Total
prélevements

Surface de chaque préléveme| 1 000 cnd 1000 cm 4 cn?
TO 2016 40 40 40 (ancien) + 40 (neuf) 160
Nombre de T3 2016 40 40 40 120
prélévements TO 2017 80 80 40 200
par temps T3 2017 80 80 40 200
TO 2018 80 80 40 200
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Tableau4:Nombre dé®chantill ons moyens obtenus sur
cuverie.
) ) Total échantillons
Environnement Sol Murs Matériel
moyens
TO 2016 1 1 1 (ancien) + 1 (neuf) 4
Nombre T3 2016 1 1 1 3
ddéd®c han
T0 2017 1 1 1 3
moyen par
T3 2017 1 1 1 3
temps
TO 2018 1 1 1 3

1.1.2 Modts de raisin/vins

Au cours du millésime 2016finde® assurer du d®part en fern

cuves,un pied de cuve (800 Kg) a été réalisé dans une ancienne cuverie localisée a Gevrey
Chambertin. Trois prélévements de mdétraisin(volume 50 mL) ont été réalis@u niveau

du pied de cuve a vaditibndd SO, 36h apred 6 a ] SOt(3 glthle et 75 j apres

| 6aj 6t de

Apres le départ en fermentation alcoolicqiie pied de cuved(e n s i t ® celaiti,a@® 1
transport® dans |l a nouvelle cuverie, et a
contenant du moide raisinprovenant de lanéme parcelle que le pied de cuve (800 Kg pour

31 hL).Avant ensemencement de la cuve A avec le pied de cuve, un prélevement de modt de
raisin de la cuve A a été réalisé. Puis un prélevement a été réalisé en finRbrafi&lement,

2 autres cuves (cod®:et C)non ensemencées ont été également suivesspEglévements de

modtde raisirvin (volume =50 mLpources2cuves nt ®t ® r ®al i s®s ~ TO,

la FA. Les prélévements omdté réalisésu niveau du robinet deédustation situé a lpartie
basse des cuvesbinet préalablementnrettoyé» en laissant couler quelques litreslideide

avant le prélevement.

La m°me m®t hodol ogie dé®chantill onnage a
réalisation de pied de cuve pour ce mitiés. Les prélevements (TO et fin FA) ont été effectués
pour 4cuves difféerentes (code A, etB)contBr@nt du modt de raisin provenaes chémes

appellationsuivieslors du millésime 2016
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l2Caves deén®loductiang e

Trois cavesrfommeéed8, PRetM)répar t i es sur | e v(FigMobl e de
ont étésélectionnéesCes trois caves présentent différentes caractéristiques et itinéraires
techniquesTableau5).

‘4
'&

Légende

@  <0communosfaisant tout
ou partie dela zone
centrale

64 communes faisant
exclusivement partie de
la zone écrin

i Lazonecentrale

Lazone écrin

- Délimitation des communes

Villes et bourgs

APPELLATIONS

Il GrandCr

Cave PR

Figure14:Local i sati on g®ographique des trois caves ¢

(adapté de www.beaundourisme.fret photos personnelles
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Tableau5 : Caractéristiques des trois caves et itinéraires techniques suivis par les vinificateurs.

Caves
Modalités
B PR M
Surface de la cave 4000 n? 240 nt 43 n?
Nombre de flts 3200 (876%) 104 21
Contaminations paBrettanomyces + - i
lors des millésimes précédents
Hygiene +++ + +
Starters microbiens Oui Non Starters et/ou flore indigéneg

* (la premiére année, I'étude a porté sur une partie de la cave a savoir 8éré#gondant aux
millésimes 20152016)

Pour les trois cavesles prélévements ont été réalisés sur le sol, les murs, le matériel vinaire
(robinets, tuyaux, pipettes, seaux, cuves de trandeyt, etl 6ewxn ®r i eldes des
prélevements ont été effectudarant lesmillésimes 2016 et 201@u cours de la période
déoentonnage et en :dvanb edtonndgeaRld fe d eeglerinage2,s4atv o i r
8 mois apreda fin d e entorthage

A | 6 aécodvédlongisbérilesles prélevements ont été réalisgseffectuant des striésla

surfacedu sol, des murslu matériel et des fltka surface des prélevements a varié en fonction

de | 6environnement et de | a t dablkau®@ de chaque
Un total de 20 prélevemenrasté effectué par environnement et temps de prélevgmente

millésime 2016 Tableau 6). Pour le millésime 201,1e nombre de flts entonnésété plus

important: le millésime 2017 a été un millésime normal en volume comparé au millésime 2016,
millésime marqué par un gel de printemps en avril 2016. Aingiré&avements u extétiedr

des fOtsont été doublé (Tableau 6). Au total 1 200 pélévements ont été collectés pour le
millésime 2016400 par cavegt1 500 prélevements pour le millésime Z@200 par cave)

En raison de ce nombre élevé, chag@® ou 40 prélevements effectuepar environnement

et par temps ont été poolésdanvyum| ume de 20 ou 40 mL dbdeau ph
w/V) respectivement pour obtenir un échantillon moyensi, 20 échantillons moyenau total

ont été obtenugar millésime et par cave sur les différents environnements (sol, murs, matériel

et extérieur des fltgYableau 7)

81



Matériels et Méthodes

Tableau 6 : Surfaces et nombre de prélevements effectués sur les différents environnements des caves
d 6 ® | eew proguction.

] ) Fats Total
Environnements Sol Murs Matériel - R
(Extérieur) prélevements
B 800 cn? | 400 cn? 4 cnt 1600 cm
Surface de
i PR 800 cn? | 800 cnt 4 cnt 1600 cm
prélevements
M 800 cn? | 600 cn? 4 cn 1600 cm
Avant entonnage 20 20 20 20 80
Fin entonnage 20 20 20 20 80
2 mois apres fin
20 20 20 20 80
entonnage
2016
4 mois apres fin
20 20 20 20 80
entonnage
8 mois apreés fin
Nombre de 20 20 20 20 80
entonnage
préléevements
Avantentonnage 20 20 20 40* 100
par temps
Fin entonnage 20 20 20 40* 100
2 mois apreés fin
20 20 20 40* 100
entonnage
2017
4 mois apreés fin
20 20 20 40* 100
entonnage
8 mois aprés fin
20 20 20 40* 100
entonnage
(* Nombre de prélevements doublés leanombre de flts entonnésaitsupérieur en 2017)
Tableau7:Nombre do®chantill ons moyens par mi
environnements.
) ) Fats
Environnements Sol Murs Matériel )
(extérieur)
Avant entonnage 1 1 1 1
Nombre Fin entonnage 1 1 1 1
dé®chant 2 mois aprés fin entonnage 1 1 1 1
moyens par temps 4 mois apres fin entonnage 1 1 1 1
8 mois aprés fin entonnage 1 1 1 1
Total échantillons moyens par cave et par millésime 20
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2. Isolement, culture et conservation des microorganismes

A partir des différents échantillons moyens (modts, vins et environnements de la nouvelle
cuvericetdes environnements des 3 caves doO6®l evag
cultivables ont été réalisés. Apres une série de dilutions décimales elfectier e ¢ de | 0

physiologique, 3 x 100 pL de chaque dilution ont été étalés sur 2 milieux gélosés différents :

- Le milieu YPD pour le dénombrement de population levurienne totaled,5% p/v
d 6 e xde levaure, 1% p/debactopeptone, 2% p/deglucose2% p/vd @gar et 0,02%

p/v de chloramphénicol (pour inhiber la croissance des bactéries).

- Le milieu | TV s®I ecBrétthnonyecdécrit pprGerbaexetald 6 al t €
(2000): 1% p/ v dbéextr ai t-paptene,l2® p/ude gluse, Q0o p / v d-
p/ v d@gcaacumeaeri que, 0,01% dbéacide f®rulique
0,006% de cycloheximide, 0,02% p/v de chl

ce milieu est ajusté a 5,1.

Pour les échantillonprovenantdes 3 caves en prodiart, 2 autres milieux sélectifs ont été
utilisés pour le dénombrement des populations de backéctégues et acétiques
- Le milieu LACsélectif des bactéries lactiqu@s3% p/vd 6 e x t r ai t00Sh@/v | e v ur ¢
de MnSQ H:0, %opivd 6agar, 0, 06% v/v de Tet&&m 80,
v/v dejus de raisirblanc) Le pHde ce milieu est ajusté a 5,1
- Le milieu GYC sélectif des bactéries acétiqiEd p/vd 6 e x t r ai 10% diede | e v ur e
glucose2% p/vdeCaCQ et2% p/vd 6 a)glLa croissance des bactéries sur ce milieu
entra’"ne une baisse du pH @hor mat mani dédud

transparent autour des colondessbactéries acétiques

Lesboites de Petiont ensuite été incubées a*ZDpour lemilieu YPD, a 28°C sousCO, pour

le milieu LAC et a 28°C pour le milieu ITV etle milieu GYC Les dur ®es dobéi nc
variables. 48 h pour le milieu YPD et 72 h afgours pour les autres milieukprées incubation,

les populations microbiennes ofté estimées par comptage des colonies développées et les
résultats ont été exprimés en unités formant colonies par mL (UFC/mL) pour les prélévements
réalisés au cours des fermentations et en UFCHmur les prélévements réalisés sur les

différents envionnements de laouvellecuverie et dedifféerentesc aves do6 ®l evage.

Aprés dénombrement, 50 colonies (en moyenne) ont été sélectionnées uniquement pour les

milieux YPD et ITV. Ensuite, ces colonies ont été purifiées sur milieu YPD, puis cultivées en
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milieu liquide a 28 C pendant 48 .Henfin les isolats ont été consera80 °Cdans un cryotube
composé a 50% du milieu YPD liquide et 50%d n e s odlycétoi acdloP{via)e

3. ldentification degpopulations fongiques
3.1 Identification des populations fongiques par séquencage haut débit

311Extraction dOo6ADN

A partir des échantillons moyens provenant des environnements de la nouvelle cuverie
et dedifférentesc aves do6®l evage, 10 mL de chaque ®cha
pendant 4 min a 4C. Apres élimination du surnageant, le culot a été mis en suspension dans
200 €L de tampon d' ex t-X0@a&2%i(wvh SO3MA% We)aNaCl (1 Tr i
100 mM, Tri s 10 mM et 1 mM EDTA ~ pH 8)
phénol/chloroforme/alcool @amylique (25: 24: 1) et 0,3 g de billes en verre (0,5 mm de
diam tre) ont ®t® ajout ®s. Les cellules ont
Dual 6 pensiaet @Bl ac®&s 2 min dans |l a gl ace. E
ajoutéqTris 10 mM et EDTA 1 mM pH 8) et le mélange a été centrifugé & 13 700 rpm pendant
10 min a 4A C . Le surnageant a ®t® repris et | '"ADN
d'éthanol a 100% (v/v) et centrifugé a 13 700 rpm pendant 10 mirt@. 2@ cubt d'’ADN a
été lavé avec une solution d'éthanol & 70% (v/v) puis centrifugé a 13 700 rpm pendant 5 min a
20 °C. Enfin, 'ADN a été séché a 9& pendant5 mimf i n d' ®l i mi ner | 6ex
final ement remis en susQetdcké adh’C. dA@mas 4 h4lés ¢ L d
ADNs extraits ont ®t® quantifi ®s en mesurant
d6ADN a ®t® normalis®e ~ 5 ng/ OL en ajoutan

stockésa-80°Cpour | 6anal yee m®t ag®nomi qu

Pour les échantillons de modts et de vins, une étape de filtration a été effectuée avant I'extraction
d'ADN. Ainsi, 10 mL de chaque échantillon de modt/vin, ont été filtrés a travers une colonne
en polyamide (2,5 g de Polyamide SC6 Machdiagel + NaCll M). Ensuite, le méme
protocole d'extraction décrit précédemment a été appliqué a la suspension filtrée.

3.1.2 Amplification de la région ITS et séquencage Illlumina MiSeq

La région ITS 2 (Internal Transcribed Spacer) de I'ADN ribosomique a été amplifiée pour
| 6anal yse m®t ag®nomi qu e, -index(Taylorietlal, 8046).tLesune a

amorces« Phusiomont ®t ® construites suivant | e prot
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(http://www.earthmicrobiome.org/protoceddstetards/itg/ Les amorces utilisées pour

| 6ampl i ficati étaentde | a r ®gi on | TS
- 58 SFun -CAAGEAGAAGACGGCATACGAGAT-NNNNNNNNNNNN-

AGTCAGTCAGGG-AACTTTYRRCAAYGGATCWCT-3 0 )
- ITS4F u n -AATGGATACGGCGACCACCGAGATCTACAGTATGGTAATT-AA-
AGCCTCCGCTTATTGATATGCTTAART3 0 )

Les amorces utilisées contiennent (de gauche a droite) I'adaptateur de séquencage Illlumina de
24 7 29 phb, u tificatiom dGolayb de 12 pb, uglpdmed Ead» de 10 pb, un

lieur de 2 pb et la séquence codante pour le fragment ITS de 21 a 27 pb. Pour identifier

® c 4run rednterlait umenséqlignde@dde | 6 &
barre (Golay) uniget & chaque échantillon. Les différentes amorces et séquences code barre

sp®ci fiquement <chaque

(Golay) utilisées au cours de cette étude sont présatdés |letableau 8.

PCR a ®t® r ®ali s®e

ng/uL) et dandes conditions suivante®94 °C pendant 5 min, suivi par 30 cycles de 30 s a 94

La r®action dans abh vol ul
°C, 1 min a 60°C et 1 min & 72C et une derniére étape a @ pendant 5 min. Ensuite, les

produits PCR ont été poolés et purifiés en utilisant le kit de purification QdR¢Qiagen,
Germantown, MD. La concentration finale a été déterminée avec le kit Qubit® dsDNA HS

Assay Kit (Thermo Fisher Scientifics, Etai®is). Le séquencage a ensuite été réalisé avec un
appareil lllumina® MiSeq (lllumina, San Diego, Californie, EddJnis) appartenant au

département de biologie de I'Université de Bari (Italie).

Tableau8:Amor ces OPhusiondé et s®quences code barre
Mi-Seq.

Read 1 Sequencing Primer 5' TATGGTAATTAAAGCCTCCGCTTATTGATATGCTTAART 3

Read 2 Sequencing Primer 5' AGTCAGTCAGGGAACTTTYRRCAAYGGATCWCT 3

Index Sequencing Primer 5 AGSGATCCRTTGYYRAAAGTTCCCTGACTGACT 3

ITS4-Fun 5' AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATGGTAATTAAAGCCTCCGCTTATTGATATGCTTAART 3

5.8S-Fun 5' CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATNNNNNNNNNNNNAGTCAGTCAGGGAACTTTYRRCAAYGGATCWCT 3
Golay barcodes:
5' TCCCTTGTCTCE 5 ATCGCACAGTAR 5 CGAGGGAAAGBC 5 TACTACGTGGCX 5' CCACAGATCG
5' TGGTAGTCTGA® 5 GTCGTGTAGCGT 5 CAAATTCGGGAX 5 GGCCAGTTCCBA 5' TATCGACACA
5' GCATGTCGAAAT 5 AGCGGAGGTTAG 5 AGATTGACCAAE 5 GATGTTCGCTA® 5' GATTCCGGCT
5 CCTATGCACG@T 5 TACAGCGCATAX 5 AGTTACGAGCTA 5 CTATCTCCTGTE 5 CGTAATTGCC!
5 GCGTGGTCATTA 5 AATTGTGTCGGRA 5 GCATATGCACT® 5 ACTCACAGGAAT 5 GGTGACTAGT
5' AGTCACATCCGC 5 TGCATACACTGE 5 CAACTCCCGT®A 5 ATGATGAGCCTE 5 ATGGGTTCCG
5' AGCGTCTGAAG 5 AGTCGAACGAGG 5 TTGCGTTAGCA® 5 GTCGACAGAGGA 5 TAGGCATGCT
5' ATCGCGACTG@T 5 ACCAGTGACTCA 5 TACGAGCCCTAA 5 TGTCGCAAATAB 5 AACTAGTTCA(
5 TGGAGGTTCTCA 5 GAATACCAAGTE 5 CACTACGCTAGA 5 CATCCCTCTACY 5 ATTCTGCCGA
5 TGCTTGTAGGCA 5 GTAGATCGTGTRA 5 TGCAGTCCTC@A b5 TATACCGCTGG 5 AGCATGTCCC
5' CTTAAATGGGCR 5' TAACGTGTGTGE 5' ACCATAGCTCCXG 5 AGTTGAGGCATY 5 GTACGATATG)
5" GGTATCACCCTE  5' CATTATGGCGT® 5 TCGACATCTCTF 5 ACAATAGACACE 5 GTGGTGGTTT
5 CGCCTTGATAAG 5 CCAATACGCCTE: 5 GAACACTTTGGR 5 CGGTCAATTGAEZ 5 TAGTATGCGC.
5 CGTTTATCCGTY 5 GATCTGCGATCX 5 GAGCCATCTGTA 5 GTGGAGTCTCAI 5 TGCGCTGAAT
5 TTGTACTCACTE 5 CAGCTCATCAGL 5 TTGGGTACACGI 5 GCTCGAAGATTE 5 ATGGCTGTCA
5 GCCGCATTCGAT 5 CAAACAACAGCT 5 AAGGCGCTCCBT 5 AGGCTTACGTGI 5 GTTCTCTTCT(
5' ACGAGACTGATY 5 GCAACACCATCX 5 TAATACGGATC® 5 TCTCTACCACTC
5' GCTGTACGGABTI 5 CGAGCAATCCTA 5 TCGGAATTAGAE 5 ACTTCCAACTTC
5' ATCACCAGGTGI 5 AGTCGTGCACAT 5 TGTGAATTCGGRA 5 CTCACCTAGGAA
5 TGGTCAACGATA 5 GTATCTGCGC@T 5 CATTCGTGGCGET 5 GTGTTGTCGTGC
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3.1.3 Analysebio-informatique des séquences obtenues

Léanal yse des s®quences o0bt Seqnueétseffachuee s | e
en utilisant le pipeline PIPIT8Gweonet al, 2015).Les différentslogiciels et parameétres

utilisées pacepipeline sont décrits dansfigure 15.

Figure 15: Différents logiciels et étapes utilisés par le pipeline PIPITS pour le traitement des
séquences générees par sequencage lllumirgelli

(d 6 a gsweoset al, 2015

ILLUMINA RAW SEQUENCES

© prers script (O msx () ROP classifier
() sasmx (@) rean ®VSEMCH -

OTU ABUNDANCE TABLE

Brievement, avant toute analyse, la qualité des séquences a été vérifiée en utilisant le logiciel
FastQC. Ensuite, les séquences obtenues ont été triées en fonction des adaptateurs
déi dentification (index) cont emeacntahaentpasl es a
l a m°me s®quence correspondante ° | 6index or
ensuite alignées en utilisant le FASTX Toolkit, et regr@eapén unités taxonomiques
opérationnelles (OTUSs). Aprés plusieurs étapes de filteagi#ereplication (élimination des
séquences redondantes), les séquences répondant a tous les facteurs ont ensuite été utilisées
pour | 6assignation taxonomique par similari-H
donn®es O0UNI TsBb(Kbljalgetyah, 2008).at a b a
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3.2 Discriminations interspécifique et intraspécifique (espéces
Saccharomyceserevisiaeet Brettanomyces bruxellens)s

3.2.1PCR-ITS

Afin doéidentifier | es i solSadcwromycest@ondi scr i
Saccharomycésa été réaliséddinsiune ®t ape dbéextraction do6ADN
colonies fraiches selon le protocole de Wereteal. (2002). Brievement, les isolats ont été
remis en culture, puis une clode blaDH €0 mM)®t ® pr
chauffée a 99 °C pendant 10 min. Aprés centrifugation & 4000 rpm pendant 10 min, le
surnageant contenant | ' ADN a ®t ® conserv® po

La région ITS (Internal Transcribed Spacer) codante pour I'ARNr 5.8S a été amplifiee en
utilisant les amorces ITS1 et ITS4 permettant ainsi la discrimination entre les isolats
Saccharomycest norSaccharomyce@Vhiteet al, 1990). Les conditions de PCR décrites par
EsteveZarzosoet al (1999) ont été utilisées. Les fragments amplifiés natige été analysés

| 6ai de déun automate doé®l ectrophor se capi

322 denti fication et discrimination des s
Saccharomyceserevisiae

Les isolats présentanh fragment spécifiquaux alentoursle 880 pb(correspondant a
| 6 e s Pacahaomyces cerevisja®nt été sélectionnés dans le but de réaliser une
discrimination intraspécifique par PCR Interdelta. Cette technique a été choisie en raison de
son pouvoir discrimiantau niveau de la souclieegras et Karst, 2003Ayoub et al, 2006).
Les amplifications ont été realisée ~ | 6ai de des ambdces
TCAACAATGGAATCCCAAC-3 et delta 215 & ATCTTAACACCGTATATATGA-3 Yet
selon les conditions définies paggras et Krst (2003). Ldaille des fragments interdeltaése
déterminégarélectrophorése capillaien ut i | i s MoltiNA MOERQRt Shimadzu.e

La discrimination des souches 8ecerevisiaa éte réaliséen utilisant une matrice binaire qui
attribue, respectivementune valeurde 0 ou 1 (| 6 absence o uun fragmemr ®s e n .
interdelta, respectivementl.es similarités entrdes profils interdelteont été évaluées par
Classification Hiérarchique Ascendante (CAH) en utilisant la méthode dedMas avec u
indicedeDiceDeux profils sont consi d®r ®s comme 1| de

une dissimilarité inférieure ou égale a 8%.
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323 denti fication et discrimination des s
Brettanomycedruxellensis
Les isolats présentanh fragment spécifiguaux alentoursle 485 pb (caractéristique
du genreBrettanomycésont été sélectionnéd laconfirmation del'appartenance de ces isolats
| 6 eBslpuxetlemsisa été réalisée p&CR nichéea l'aide de deux couplasamorces
(Ibeaset al, 1996):

- DB1(5-AGAAGTTGAACGGCCGCATTTGCAGS')/DB2
(5- AGGATTGTTGACACTCTCGCGGAGG3')
- etDB3 (5*CGGCATATCGAAGACAG-3')/DB4 (5-CATCCTCGCCATACAAG3).

La réaction PCR a été conduite selon les conditions prégiaélmeaset al (1996).

Apréesv al i dati on de | 0B prpxelensigardiacningir@ation au hiveaud@la c e
souche a été réalisée en collaboration avec le laborareflora (Bordeaux, France). En

utilisant la technigue de PCR microsatellites, 12 marquewrsatellites ont été amplifiés

puis analysg parséquencage (Albertiat al, 2014). Les conditions de la réaction PCR et
'analye des amplicons ont été réabs selonAvramovaet al (201&). Pour chaque isolat et

pour chaque marqueur microsatellitep nombre demotifs répété a été attribuélLa
discrimination entre les souchasété réaliséeen fonctionde la variabilitédu nombre de
répétitionset de la taille en pair de basesateque microsatellite analys&insi, deux isolats

sont consi d®r ®s comme appartenant ~ | a m° me

répétitions et la méme taille pour les 12 marqueurs microsatellites.
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Biodiversité et évolution du consortium microbien dans une nouvel&rie

Au fils des ann®es, beaucoup de travaux
microbienne au cours du processus de vinificatldtilisant les méthodes conventionnelles
déi denti fication des mi crewmes, gaatériess moesissuresetd u s i ¢
champignons ont été identifiés le long de ce procegsuerine et Kunkee 1968 Esteve
Zarzosoet al, 1999; BaleirasCoutoet al, 2005; Cocolinet Ercolini 2008; Ivey et Phister
2011).Cependant] 6uti |l i sation de <ces m®thodes per me
| 6ensembl e des mi croorgani smes pouvart tro
développenentde nouvellestechnologiegel que le séquencage de nouvelle génération (NGS)
a permis denieux comprendre la complexité des communautés microbieiansde processus
de vinification Beldaet al, 2017; Morganet al, 2017). En effet, les techniques NGS onis
en évidence une diversité microbienne plus importdates les modts et les vi(i3avid et al,
2014 ; Wang et al, 2015 et des espécedongiques(Cytospora, Gigaspora, Naganishia,
Rhodosporidiobolus Vuilleminia) ont été nouvellemendécrites (Bokulich et al 2013;
Kecskemétiet al 2016 ; Mezzasalmat al, 2017. De plus, ces techniques ont également
permis do®tudier | a biodiversit® microbienne
les environnements reliés au vin (sol, murs et matériel vinaire) nommés WREs (Wine Related
Environments). Ainsi, les travaux ligant les techniques NGS ont mise en évidence une grande
diversité microbienne sur les différents WREs de cuwariproductior{Bokulich et al 2013.
De plus par le biais des méthodes moléculaires intraspécifiques, plusieurs auteansfiomte
la pesistance des souches de levures SaccharomycedHanseniaspora guilliermondétH.
uvarun) (Grangeteaet al 201§ et d eactharenyqesee\asiagSantaman et al,
2005; Mercadeetal,200) dans | 6envi r o prodactioa etteur onplicatiamv er i e
au cours des fermentation&insi, ces observations soulignent le rdle important des
environnements reli®s au vin, particuli reme

niche ®col ogique. Cépendarnagquddda®mabbiesséemenn

débune cuverie nodbest, ~ ce jour, pas connu ®t
dans des cuveries en productiddf. i n de mi eux comprendre | 0®t a
fongiguedans les WRES et son évolution au cours du teihest donc nécessaiceé ®t udi er |

biodiversité et I'évolution des populatiolmmgiquesdans une cuverie neuv@e plus, depuis
le début du 23" siécle,le nombre de nouvelles constructions vinicalesuvelles cuveries)
augmente sans cesse au niveau international et particulierementope (Bruyas, 2003
Eurostat, 201p
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A notre connaissancg, études ont été réalisées dans de nouvelle cu@amsstantiet al,
1997; Beltranet al, 2002 ; Clavijoet al, 201). Néanmoins, ces études se sont focalisées sur
| 6effet de | Outilisation de | evures commer cCi
dés le premier millésime. Malgré la mise en évidence de la capacité des scuohesrciale
sO0i mpl anter dans | es f er ment ajamaie étésdécdte s f ut

De mémela biodiversité microbienne présestal r | e s paddREé&criteadsaces études.

Ainsi, dans ce chapitre de la thésmus présentonrses r ®s ul t at s obpaenus c
séquencage lllumina Mbeq, de la biodiversité des populations fongiques dans
| 6environnement ( s ol ,unemouveie caveria mah ®r i1 élar vi m @ |

premiéere vendange et ensuite au coergelx millésimes conseécutifs.
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The establishment of a fungal
consortium in a new winery

Hany Abdo?, Claudia Rita Catacchio(®?, Mario Ventura(®?, Pietro D'Addabbo?,
Hervé Alexandre?, Michéle Guilloux-Bénatier! & Sandrine Rousseaux'™

The biodiversity and evolution of fungal communities were monitored over a period of 3 vintages in
anew winery. Samples were collected before grape receipt and 3 months after fermentation from 3
different wine related environments (WRE): floor, walls and equipment and analyzed using lllumina Mi-
Seq. Genera of mold and filamentous fungi (294), non-enological (10) and wine-associated yeasts (25)
were detected on all WREs before the arrival of the first harvest. Among them, genera like Alternaria
and Aureobasidium persisted during two vintages. Therefore, these genera are not specific to winery
environment and appear to be adapted to natural or anthropic environments due to their ubiquitous
character. Some genera like Candida were also detected before the first harvest but only on one
WREs, whereas, on the other WREs they were found after the harvest. The ubiquitous character and
phenotypic traits of these fungal genera can explain their dynamics. After the first harvest and during
3 vintages the initial consortium was enriched by oenological genera like Starmerella introduced
either by harvest or by potential transfers between the different WREs. However, these establishing
genera, including Saccharomyces, do not appear to persist due to their low adaptation to the stressful
conditions of winery environment.

Over the years, extensive research has been conducted on microbial biodiversity during the winemaking process.
Microorganisms including filamentous fungi, bacteria and yeasts have been identified throughout the whole pro-
cess using conventional culture-dependent techniques or molecular methods resulting in the description of this
process as a true microbial ecosystem'. To understand the different roles of these microorganisms, especially
yeasts, in wine fermentation and their impact on wine quality, in-depth knowledge of their population dynamics
is needed. The development of recent technologies such as Next-Generation Sequencing (NGS) provided more
complete understanding of the complexities of microbial communities**. These methods have uncovered that
the microbial diversity is higher than expected®® and new microbial species (Cytospora, Gigaspora, Naganishia,
Rhodosporidiobolus, Vuilleminia) have also been described’®. Moreover, these methods made it possible to study
diversity in more varied ecosystems like Wine-Related Environments (WREs: floor, walls and equipment) . All
these works described the presence of the same genera or species in different WREs and during the winemaking
process, suggesting the persistence of these microorganisms during several vintages and their transfer between
different WREs or between WREs and must or wine.

Intraspecific fingerprinting techniques were used to confirm the persistence and the transfer of microorgan-
isms like Saccharomyces cerevisiae. Thus, techniques like mtDNA-RFLPs and interdelta PCR, were used to demon-
strate the implantation and/or persistence of commercial strains of S. cerevisiae in must/wine and in WREs!!"14,
Indeed, a previous study showed that, although no longer used, commercial strains of S. cerevisiae can survive
in the winery ecosystem for one year'?. Concerning autochthonous S. cerevisiae, despite its low presence in the
vineyard®, studies have shown that certain strains implicated in spontaneous fermentations originated from the
winery environment'*'®'7, or in some cases from the vineyard'’. Moreover, implantation and persistence on the
WREs and during the alcoholic fermentation (AF) were also highlighted for several non-Saccharomyces spe-
cies'®!%, Using FT-IR spectroscopy, the persistence of the species Hanseniaspora guilliermondii and Hanseniaspora
uvarum during two vintages in the winery environment and their implantation in grape must have been previ-
ously demonstrated'.

All these findings highlighted: (i) the important role of WREs as an ecological niche for winery flora, and (ii)
the implication of winery resident flora in the winemaking process.

lUniversité Bourgogne Franche-Comté, AgroSup Dijon, PAM UMR A 02.102, F-21000 Dijon, France- IUVV Equipe
VAIMIS, rue Claude Ladrey, BP 27877, 21078, Dijon, Cedex, France. 2Department of Biology, University of Bari, Bari,
70125, Italy. ®e-mail: sandrine.rousseaux@u-bourgogne. fr

SCIENTIFICREPORTS |

(2020) 10:7962 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-64819-2

93



Biodiversité et évolution du consortium microbien dans une nouvel&rie

www.nature.com/scientificre ports/

100% -

9%

@ Unidentified genera
80%
= Mold/Filamentous fungi genera

o, |
T0% ENon-enological veast genera

6% @ Wine-associated yeast penera

il 05

0% 04

30% | 02
[ ]
w |

o1

0% a0

0%

Floor Walls

To2016
* NE (New Equipment) and UE (Used Equipment)

Figure 1. Percentages of the different fungal genera found on the different WREs of the new winery before the
arrival of the first harvest (T0 2016).

All
Floor |Walls [NE* |UE* |WREs
9
5

Wine-associated yeast genera 19 12 14 25
Non-enological yeast genera 5 7 5 10
Total different yeast genera 24 19 14 19 35
Mold & Filamentous Fungi genera 59 146 66 34 294
Total different identified genera 83 165 80 53 329

Table 1. Number of identified fungal genera on the different WREs of the new winery before the arrival of the
first harvest (T0 2016). *NE (New Equipment) and UE (Used Equipment).

From the beginning of the 21! century, the number of new wine holdings has been increasing worldwide?®?!.

To our knowledge, only 3 studies were focused on yeast biodiversity in newly established wineries during several
vintages’>~**. But, none of them assessed the total fungal population (yeasts, mold and filamentous fungi) present
in WREs and especially before the arrival of the first harvest. Moreover, the authors focused only on the diversity
of the yeast population using a culture-dependent technique (mtDNA-RFLP) and on the effect of using commer-
cial strains on the diversity of yeast populations found during the AF. Indeed, the results showed the capacity of
starter strains to persist and become resident in the environment of new wineries?>?%; however, no real evidence
of their presence was proven in WREs.

Considering the growing interest in vinification with indigenous flora, the study of the evolution of microbial
populations on the WREs of a new winery without using commercial strains is of high interest.

In this direction, in the present study we collected several samples from three different winery surfaces (floor,
walls and equipment), for three consecutive vintages (2016, 2017 and 2018) and at separate time points (before
grape harvest and 3 months after fermentation) and used NGS technologies to study the fungal biodiversity pop-
ulations in the WREs of a new winery. We were able to study the microbial dynamics over time focusing on the
contribution of fungal populations present on grapes and in must to WREs populations. We gained new insights
on the capacities and mechanisms developed in the establishment or colonization of a fungal consortium in the
winery environment.

Results and Discussion

Fungal status of the new winery before the arrival of the first harvest. The fungal diversity on the
WRESs of a new winery operating exclusively in spontaneous fermentation was studied to determine the fungal
status of the winery before the arrival of the first harvest (T0 2016). Samples were collected from the floor, walls,
new (NE) and used (UE) equipment. After Illumina sequencing, fungal OTUs were classified into 3 categories: (i)
the mold and filamentous fungi genera, (ii) the yeast genera never described before in the winemaking process
(named non-enological yeasts), and (iii) the yeast and yeast-like genera already described in the winemaking
process (named wine-associated yeasts) (Fig. 1). Wine-associated yeasts include all the genera described in the
literature in the vineyard, vine, grapes, must, wine and winery surfaces” .

Mold and filamentous fungi dominated the fungal genera identified on all the surfaces before the first harvest,
with 294 different genera (Fig. 1 and Table 1). Yeast genera (non-enological and wine-associated) were identified
before the arrival of any harvest in any of the WREs (Fig. 1 and Table 1) and a total of 35 different genera were
found (Table 1). Wine-associated yeasts were identified on all the studied surfaces of the new winery and dom-
inated the yeast population detected (Fig. 1 and Table 1). The identification of non-enological yeast genera may
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Figure 2. Relative abundance of the most represented mold and filamentous fungi genera identified on the
different WREs prior to the 2016 and 2018 harvests. Represented genera are 1% relative abundance.

have resulted from the use of high-performance [llumina sequencing and the constant enrichment of the data-
bases used”*". The new winery surfaces (floor, walls and new equipment) showed a higher percentage (average
13%) of unidentified genera compared to the used equipment (1%) (Fig. 1).

Diversity and dynamics of mold and filamentous fungi genera. The different genera of mold and
filamentous fungi identified at T0O 2016 are represented using their relative abundances. Only the genera that
represented > 1% of relative abundance were selected (Fig. 2). Thus, a total of 32 mold and filamentous fungi
genera among the 294 were identified on all the winery surfaces. At T0 2016, the taxonomic profiles observed on
the floor, walls and the new equipment were quite close (with high representativeness of the genus Alternaria)
compared to the used equipment which was dominated by the genus Cladosporium with the highest relative
abundance (79%). These two genera had opposing relative abundances (a high abundance of Alternaria occurs
with a low abundance of Cladosporium and vice-versa), suggesting potential interaction.

After two years of operations, a considerable modification of taxonomic profiles was observed, especially for
the winery floor and equipment. These modifications resulted in a significant decrease in the total number of
different identified genera (32 genera at TO 2016 and only 16 genera at T0 2018), as well as evolutions in the domi-
nant genera (Fig. 2). So, the dominant genera Alternaria and Cladosporium described at T0 2016 were detected to
a lesser extent at TO 2018, but persisted after 2 vintages. Their persistence throughout the whole study can be due
to the presence of spores that might have been deposited from the surrounding atmosphere of the winery. Indeed,
spores of Alternaria and Cladosporium are known to be widespread airborne spores®’. Opposite abundances
between the genera Alternaria and Cladosporium, observed at T0 2016, were also observed at T0 2018, suggest-
ing again potential interaction (Fig. 2). After two years of operations, some genera became more widespread,
like the genera Penicillium on the floor (57%) and Didymella on the equipment (68%). On the walls, Alternaria
remained the most detected genus (35%), but new genera such as Cladosporium, Cyphellophora, Fusicolla, Knufia
and Penicillium were also detected. The genus Acremonium was newly detected on all the WREs and the genus
Aspergillus on the floor and equipment (Fig. 2).

Based on these results, implantation, colonization and persistence of some genera of mold and filamentous
fungi were observed. For example: the genera Alternaria and Didymella present on all WREs between the vintages
2016 and 2018 can be considered as resident genera capable of persistence. After 2 years, genera Cladosporium
and Penicillium are able to establish in all environments and persist. All these genera can therefore be qualified as
ubiquitous genera. As for the genera Acremonium and Aspergillus, their implantation on environments might be
linked to human activity and/or ventilation, which is an important factor of transfer of microorganisms between
winery surfaces™. In addition, humidity and temperature described as two parameters influencing the growth of
mold and filamentous fungi on surfaces like building material®*~** may also be factors influencing the establish-
ment and persistence of the genera present on WREs.

Diversity and dynamics of non-enological yeast genera. Ten different genera of non-enological
yeasts were detected before the arrival of the first harvest on all WREs. The genera Exophiala and Hannaella were
the only genera present on all the winery surfaces with the highest percentage on winery floor (25% and 10%,
respectively) (Table 2). After the 2 genera mentioned above, the genus Leucosporidium is the one with the highest
percentages on winery floor (9%) and on walls (5%). These three genera are usually found in natural ecosystems
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Floor Walls Equipment
2016 2017 2018 2016 2017 2018 2016 2017 2018
To To

Yeast genera To T3 T0 T3 To To T3 To T3 To NE* |UE* |T3 To T3 To
Buckle yzyma 2.24 297 249 1.84 0.77 0.18 0.44 0.08 0.59 113 0.22 0.03 0.21
Cutaneotrichosporon 0.36 0.10 1.06 0.23 0.70 0.09 0.26 | 0.04
Cystofilobasidium 0.03 0.01 0.03
Exophiala 25.36 8.45 46.45 31.43 13.09 2.16 2.30 15.34 6.67 21.98 0.19 0.05 0.06 0.12 3.26 5.05
Hannaella 10.43 6.35 26.44 L.79 20.19 1.24 0.60 7.13 7.62 37.36 0.19 0.05 0.09 0.05 2.49
Kondoa 0.11
Kregervanrija 0.05 0.03 0.18 0.02 0.53
Kwoniella 0.06 0.03
Leucosporidium 8.83 9.68 10.35 5.29 1.85 4.87 0.78 16.47 13.44 14.58 1.53 1.74 0.42
Lodderomyces 0.07
Malassezia 0.01
Oberwinklerozyma 0.10
Occultifur 0.06
Ogataca 0.11 0.14 0.09 0.04
Papiliotrema 0.02 0.26 0.01 0.75
Piskurozyma 0.32 0.04 0.04 0.12
Pseudomicrostroma 0.03
Saitozyma 0.13 1.31
Schwanniomyces 0.02
Trichosporon 0.05 0.07 0.23 0.42
Udeniomyces 1.01 0.31 0.38 0.05 0.02 1.76
Yamadazyma 3.69 0.72 0.02 0.15 0.33 0.08 L.70 0.10 0.02 210 0.42
Total 48.64 28.81 86,42 42.57 38.04 10.12 6.16 39.71 27.98 74.55 3.19 0.49 1.07 3.53 8.36 8.63

Table 2. Percentage of non-enological yeast genera identified on the different WREs throughout 2016, 2017 and
2018 vintages. Calculation was realized on the overall yeast populations. Bold type genera correspond to those
identified at TO 2016. *(NE) New Euipment and (UE) Used Equipment.

like plants, soil, water and decaying wood material®**°. Therefore, it was not surprising to find these 3 genera on
the surfaces of this new winery. These genera can therefore be qualified as ubiquitous genera.

Between T0 2016 and T0 2018, a significant increase in the biodiversity and quantity of non-enological yeasts
were observed. Biodiversity-wise, 21 genera were detected at TO 2018 while only 8 genera were found at T0 2016.
Quantity-wise, a 7-fold increase in the percentage of non-enological yeast was observed between these two time
points on the walls (Table 2). Transfers of yeasts between different surfaces can be carried out by air flow and
bioaerosol activity” and over a period of one year”. Thus, these different transfers may explain the increase and
dynamics of non-enological yeasts between T0 2016 and TO 2018. The two most abundant genera Exophiala
and Hannaella, found initially at TO 2016, persisted in the winery environment throughout all the vintages and
on all the winery surfaces. These two genera presented very high percentages, especially at TO 2017 on winery
floor (73%) and T0 2018 on the winery walls (59%), however they did not exceed 5% on the winery equipment
(Table 2). So, these results suggest that the conditions of every WRE plays an important role in retaining and
shaping the fungal consortium of the winery. Indeed, the proliferation of fungi detected on different building
material or in a particular area depends on the growth material and the conditions (e.g. humidity and tem-
perature) under which they are found*>*'. Compared to Exophiala and Hannaella, the genus Leucosporidium
also persisted and colonized all WREs but with low percentages. Other genera previously detected at T0 2016,
like, Buckleyzyma, Cutaneotrichosporon and Yamadazyma were detected frequently on all WREs but at very
low levels (highest percentage: 2%) over the three vintages. Eleven new genera (e.g. Cystofilobasidium, Kondoa,
Kregervanrija, Kwoniella, Lodderomyces, Malassezia, Oberwinklerozyma, Occultifur, Ogataea, Papilioterma,
Piskurozyma, Pseudomicrostroma, Saitozyma, Schwanniomyces, Trichosporon and Udeniomyces) were detected
punctually (1 or 2 times between T0 2016 and T0 2018) and the majority of them were detected after the fermen-
tation activity (Table 2).

As for mold and filamentous fungi, different behaviors of non-enological yeasts were observed: some genera
that can be considered as resident (environmental flora) and capable of persisting (Exophiala and Hannaella), gen-
era capable of establishing and persisting (Buckleyzyma, Cutaneotrichosporon, Leucosporidium and Yamadazyma)
and finally genera brought by the fermentation activity (e.g. Kregervanrija and Ogataea).

Diversity and dynamics of wine-associated yeast genera. At TO 2016, the taxonomic profiles for
the floor, walls and the new equipment are quite close compared to the used equipment (Fig. 3), as described
previously for mold and filamentous fungi. Relative abundance profiles show that the winery floor, walls and new
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Figure 3. Relative abundance of wine-associated yeast genera identified on the different WREs of the new
winery at TO 2016.

equipment are primarily dominated by the yeast-like genus Aureobasidium (30%, 55% and 70%, respectively)
and the genus Filobasidium (22%, 29% and 15%, respectively); however the used equipment is dominated by the
genera Meyerozyma (45%), Wickerhamomyces (30%) and Aureobasidium (14%) (Fig. 3). Genus Aureobasidium
was a dominant and common genus to all WREs, probably due to its capacity to persist in stress conditions linked
to the sporulation ability of this genus®.

Before the arrival of the first harvest, yeast genera of enological interest like Candida, Hanseniaspora, Pichia
and Saccharomyces were detected. Their presence on the used equipment is not surprising and is linked to the
presence of must residues and/or wine, particularly in areas that are difficult to clean. The detection of the genera
Candida, Pichia and Saccharomyces on the winery floor could be explained by the potential transfer between this
environment and the used equipment due to human activities. Before the arrival of the first harvest, none of the
yeast genera of enological interest were identified on the walls (Fig. 3).

Dynamics of wine-associated yeasts through three vintages on floor.  On the winery floor at T0 2016, the 5 genera
Aureobasidium, Candida, Cystobasidium, Filobasidium and Wickerhamomyces represented more than 65% of the
total abundance (Fig. 4a). These genera were detected over time with the highest abundance: at T3 2016 (95%), at
T0 2017 (92%), at T3 2017 (79%) and at TO 2018 (70%), but also with changes in their percentage of abundance.
Indeed, a 75-fold increase of the genus Candida was observed at T3 2016, probably due to the fermentation activ-
ity (transfer from must and wine). The genera Bullera, Vishniacozyma and Metschnikowia detected at TO 2016
were also detected over time. The genus Saccharomyces detected at T0 2016 (< 1%) was detected only at T3 2016
till T3 2017 but not at TO 2018. The genera Hanseniaspora, Priceomyces and Starmerella described on grapes and
must'**2 were newly detected probably brought in during the harvest with the grapes and harvest equipment.

During the 3 vintages, the presence of spoilage microorganisms like the genera Dekkera (as from T3 2017)
and Zygosaccharomyces (as from T3 2016) was observed on the winery floor (Fig. 4a). The presence of these
yeasts 3 months after the AF could be strongly linked to the fermentation activity (transfer from must and wine).
However, their implantation and persistence took place on the winery floor only after the second harvest.

Therefore, we showed that the communities found at T0O 2016 conditioned the future resident flora (T0 2018)
on the winery floor by the presence over time of the same 16 genera, particularly the genera Aureobasidium,
Candida, Cystobasidium, Filobasidium, Metschnikowia and Wickerhamomyces, while others (Solicoccozyma
and Torula) showed punctual presence. We also showed that the AF might underlie the enrichment (Candida)
or introduction of genera of interest (Hanseniaspora and Starmerella) and/or spoilage (Dekkera and
Zygosaccharomyces) yeasts on the winery floor.

Dynamics of wine-associated yeasts through three vintages on walls. Some dominant genera on the walls were
in common with those found on the floor, like Aureobasidium, Bullera, Filobasidium, Vishniacozyma and
Wickerhamomyces. Their evolutions were similar as they were detected over the three vintages but changes in their
percentage of abundance are observed. New genera like Candida, Cryptococcus, Cystobasidium, Hanseniaspora,
Pichia, Saccharomyces and Starmerella were detected after the first or the second harvest (Fig. 4b). Their pres-
ence on the walls may have been due to transfer via grape berries and/or must because they are also commonly
described on grape berries and must®** or to the result of transfers between WREs by air flow or bioaerasol
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Figure 4. Relative abundance of wine-associated yeast genera identified on winery floor (a), walls (b) and
equipment (c) throughout 2016, 2017 and 2018 vintages. Taxonomic profile at TO 2016 is the average of profiles
obtained on old and new equipment.

activity. In addition, the increase in the abundance of some genera already present on the walls at T0 2016,
such as Debaryomyces, may also have been due to fermentation activity and/or to the transfer of these genera
between WREs. The spoilage genera Dekkera and Zygosaccharomyces were detected only at T3 2016 and at TO
2018 (Fig. 4b), and did not show real persistence.

Thus, after 2 years, the resident flora of winery walls included 6 wine-associated yeast genera (Aureobasidium,
Bullera, Debaryomyces, Filobasidium, Vishniacozyma and Wickerhamomyces) found between T0 2016 and TO
2018, as previously described for winery floor. The AF activity also impacted the yeast flora of the walls (particu-
larly the first fermentation) by the enrichment of certain genera like Debaryomyces and Wickerhamomyces and
by the occurrence of new genera like Candida, Cryptococcus, Dekkera, Metschnikowia, Pichia, Saccharomyces,
Starmerella and Zygosaccharomyces. The genus Saccharomyces was only detected during the 2017 vintage (T0 and
T3), and did not persist in 2018. However, certain genera persisted until 2018 (e.g. Candida, Hanseniaspora). In
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Figure 5. Resident and established fungal genera detected on the different WREs. Mold and filamentous fungi
genera represented are > 1% of relative abundance.

addition, the flora of the walls showed radical changes at different time points. Thus, the resident flora of the walls
appeared to have a higher state of instability than that of the winery floor. This instability may also be due to the
fact that several genera, mainly of enological interest, were not in an environment favorable for their installation.
Their presence appeared to be the result of transfers from other surfaces.

Dynamics of wine-associated yeasts through three vintages on equipment. At T0 2016 an average taxonomic
profile was established by the association of the 2 profiles obtained from the used and new winery equipment
(Fig. 4c). The genera Aureobasidium and Filobasidium, which were more abundant for the 2016 vintage (as
for floor and walls), presented very low abundances afterwards (10% at T0 2017, 2% at T3 2017 and 1% at T0
2018). Throughout the vintages, the taxonomic profiles became enriched by other genera, most importantly,
Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora, Metschnikowia, Saccharomyces, Sporobolomyces and Wickerhamomyces
which became more widespread (Fig. 4c). The presence of these genera, and more particularly for the genus
Saccharomyces, probably resulted from must handling (beginning of AF in a fermentation tank) before the sam-
pling of the winery equipment at TO 2017. After this time point, the genus Saccharomyces was not detected, so
does not seem to persist. The higher presence of non-Saccharomyces yeasts compared to Saccharomyces on winery
equipment have been previously reported*.

The spoilage genera Dekkera and Zygosaccharomyces were both probably provided by must and/or wine, par-
ticularly for the 2017 vintage. The highest abundance of the genus Dekkera was observed at T3 2017 and persisted
to T0 2018 (Fig. 4c).

Thus, the changes of wine-associated yeasts on winery equipment showed specific dynamics compared to the
floor and walls. Shifts in the taxonomic profiles were observed between the 2016 vintage and the next vintages.
These observations and interpretations must take into account that winery equipment is regularly cleaned and is
in direct contact with must and wine. Also, the results show that the evolution of wine-associated yeasts on equip-
ment is not conditioned by the initial yeast population (T0 2016) as found for the winery floor and walls. Despite
this, some wine-associated yeast genera appear to be ubiquitous and adapted to winery conditions. Indeed, the
genera Aureobasidium, Bullera, Filobasidium and Vishniacozyma were detected throughout the whole study no
matter which WRE it is.

Establishment of a winery consortium. The presence of mold, filamentous fungi and yeasts on the
WRESs of a new winery before the arrival of the first harvest was described. Considering the different abundances
of all the genera (not only those which represent >1%), a total of 329 different fungal genera were identified at TO
2016 (294 mold and filamentous fungi and 35 yeasts) on all the WREs, which have never been described before.
After 2 years, 172 fungal genera (132 mold and filamentous fungi and 40 yeasts) were identified and 17 fungal
genera were newly detected (5 mold and filamentous fungi and 12 yeasts).

Among the total fungal genera and in terms of abundance, a total of 40 genera (mold, filamentous fungi
and yeasts) presented different evolutions over time (Fig. 5). On the one hand, 10/40 genera (Alternaria,
Aureobasidium, Bullera, Didymella, Exophiala, Filobasidium, Hannaella, Holtermanniella, Sporobolomyces and
Vishniacozyma) were detected before the first harvest (T0 2016) and throughout the whole study on all the WREs
until TO 2018 (Fig. 5). The majority of these 10 genera are commonly described on the berries and/or in must
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