N
N

N

HAL

open science

Etude de la diversité intraspécifique de ’espéce
Oenococcus oeni, relation entre variabilité phénotypique
et diversité génétique

Julen Bridier

» To cite this version:

Julen Bridier. Etude de la diversité intraspécifique de I'espeéce Oenococcus oeni, relation entre vari-

abilité phénotypique et diversité génétique. Ingénierie des aliments. 2011. Frangais. NNT: .

02811186

HAL Id: tel-02811186
https://hal.inrae.fr /tel-02811186
Submitted on 6 Jun 2020

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://hal.inrae.fr/tel-02811186
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université Bordeaux Segalen

Année 2011

Theése n°1881
THESE

pour le

DOCTORAT DE L’UNIVERSITE BORDEAUX SEGALEN

Mention : Sciences, Technologie, Santé

Option : Génétique

Présentée et soutenue publiquement

Le 12 déecembre 2011

Par Julen BRIDIER

Né le 22/06/1985 a Bayonne

Etude de la diversité intraspécifique de I’espéce Oenococcus oeni

Relation entre variabilité phénotypique et diversité génétique

Membres du Jury

Mr. A. BORDONS Professeur a I’Université Rovira I Virgili de Catalogne Rapporteur

Mr. P. RITZENTHALER Professeur a I’Université Paul Sabatier Toulouse III Rapporteur

Mr. S. CHAILLOU Chargé de recherche INRA, Jouy en Josas Examinateur

Mr. F. DELMOTTE Chargé de recherche INRA, Villenave d’Ornon Examinateur
Mme A. LONVAUD-FUNEL Professeur a I’Université Bordeaux Segalen Directeur de thése






Remerciements

Cette these a été réalisée a l'institut des sciences de la vigne et du vin, a bordeaux.
Elle n’aurait pas pu voir le jour sans de nombreuses personnes que je voudrais remercier.

Tout d’abord, je voudrais remercier chaleureusement Mme Aline Lonvaud-Funel qui
m’a donné l’occasion de réaliser cette these et qui m’a accueilli, et encadré durant ces trois
années. Merci beaucoup de votre soutien

Je voudrais également remercier Mr Paul Ritzenthaler et Mr Albert Bordons d’avoir
accepté la charge de rapporteur pour cette these. De plus, je voudrais également remercier
Mr Stéphane Chaillou et Mr Frangois Delmotte d’avoir accepté de juger ces travaux pour la
soutenance.

Cette these n’aurait pas pu voir le jour sans le soutien financier de [’organisme de
recherche ANR, et la création du projet de recherche DIVOENI. Qu’ils en soient eux aussi
remercies.

Par ailleurs, je voudrais également adresser de profonds remerciements a [’ensemble
des partenaires du projet, avec qui les discussions et réunions furent enrichissantes, et
particulierement Mr Emmanuel Coton, Mme Monika Coton, Mr Hervé Alexandre et Mme
Vanessa David pour leur gentillesse et leur participation a ces travaux.

Je voudrais également remercier la SFR biologie intégrative, et particulierement Yves
Gibon, pour ce partenariat fructueux, et sans qui la réalisation de [’étude phénotypage haut
deébit n’aurait pas pu étre effectuée.

Mes pensées vont aussi au LABRI, pour leur collaboration dans le projet
transcriptomique. Je voudrais adresser un tres grand merci donc a Elizabeth Bon et Aurélie
Goulielmakis pour l’aide inestimable apportée dans [’analyse et la compréhension de ces
travaux.

Je voudrais remercier tout particulierement Mr Olivier Claisse, qui m’a grandement
aide, aussi bien durant les expérimentations au laboratoire, que pour les innombrables
discussions que nous avons menées. Un grand merci également a Mme Cécile Miot-Sertier,
qui m’a aussi beaucoup aidé lors des multiples problemes a la paillasse.

Bien évidemment, je remercie toute [’équipe du laboratoire, Guilherme avec qui j’ai
eu le plaisir de partager ce bureau, Patrick, Marguerite, Claire, Patricia, Marie-Louise,
Joana, Julie, Geoffrey, Marion, Andrea, Rémi, Maria, Mariette, et tous les autres, qui m’ont
permis de réaliser cette these dans les meilleures conditions.

Je voudrais enfin remercier mes amis et ma famille, qui m’ont aussi grandement aidé
et soutenu, particulierement durant les derniers mois plus difficiles de la these. Je vous
remercie du fond du ceeur.






ADP
ADN
AFLP
ANOVA/MANOVA
ARN
ATP
BET
Ct
DEPC
FA
FML
g

Hs
LDH
MLST
MMR
MRS
NAD
PCR
REA-PFGE
RAPD
RFLP
RT
SDS
SNP
SSC
SSH
ST
TAV
UFC
VNC

Liste des principales abréviations

Adénosine diphosphate

Acide désoxyribonucléique

Amplified fragment length polymorphism
Analysis of variance, multivariate analysis of variance
Acide ribonucléique

Adenosine triphosphate

Bromure éthidium

Cycle treshold

Diethylpyrocarbonate

Fermentation alcoolique

Fermentation malolactique

Accélération de la pesanteur

Indice de diversité allélique

Lactate déshydrogénase

Multilocus séquence typing

Mutation mismatch repair

Milieu de Man, Rogosa et Sharpe
Nicotinamide adenine dinucléotide

Polymerase chain reaction

Restriction enzymatic analysis - -pulsed field gel electrophoresis

Random amplified polymorphic DNA
Restriction fragment length polymorphism
Reverse transcription

Sodium dodecyl sulfate

Single nucleic polymorphism

Saline sodium citrate

Suppression subtractive hybridization
Séquence type

Titre alcoométrique volumique

Unité formant colonie

Etat viable non cultivable






Table des matieres

INTRODUCTION

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.  VINIFICATION ET MICROBIOLOGIE DU VIN

1.1. LA VINIFICATION L...oooiiiiiiiiiitiiiicite ettt
L1 1. DU FQISIA QU IOUL. ...ttt et et
1.1.2. La fermentation QICOOLIQUE ..................c.cccoovieiiiaiiiieeiieee et
1.1.3.  La fermentation MalOlaCliQUE .....................cc.cccomeieiieiieiieiie ettt

1.2. LES MICROORGANISMES DU VIN....eeiieiiuiiirieeeeeniiitieeteeeeesnnsaseeeeesessnsssseeeesssssssssseesesssanssssseeesssesnssseeees
L. 210 LS JOVUFES ..o ettt ettt
1.2.2. BACIEFIES IACTHIGUES ...ttt ettt
1.2.3. BACIGFIES QACOIIQUES..........c.eieeeieee ettt ettt et et eneeanee s
1.2.4.  Evolution du microbiote durant la VinifiCation ................c.cccoccuiviiiiioiiniiiiiee e

2. OENOCOCCUS OENI

2.1. DESCRIPTION L’ESPECE OENOCOCCUS O NI ........vuvveeeeeeeeeiiaeeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeitasaee e e e eeeeiaaaeseeeeeeennnneeens
2.2. UTILISATION DE LEVAINS D’ OENOCOCCUS OENI ......uuvvvveeeeeeeiieeeeeeeeeeeiiaeeeeeeeeeeiiaveeeeeeeeeeiannseeaeeeeeenns
2.3. VARIABILITE GENETIQUE CHEZ OENOCOCCUS OENI .......uvvvveeeeeeeiiaeeeeeeeeeeeiiaeeeeeeeeeeiiaeeeeeeeeeeianneneeeeens
2.3.1.  Etude de I’ADN FiDOSOMAL ................ccccoeiiieieeeeeeeeee et
2320 RAPD CLAFLP ... ettt
2330 REA-PEGE.........oooioiee oo ettt
2.3.4.  MLST (Multilocus Sequence TYPING) ...........ccouueiiaiiieie et
2.4. VARIABILITE PHENOTYPIQUE .....ceiiiiiiiuttteeieeeeeeeiieeeeeee e e eeaiaee e e e e e eeeaaaaeeeeeessesaaaaeeeeessensssaeeseeessennnneeeeeas

3. ADAPTATION ET REPONSE AUX CHOCS ENVIRONNEMENTAUX

3.1. LE STRESS CHEZ LES BACTERIES ....ccoiiuttiitiieeeeiiitieeeeeeeeeetteeeeeeeeseataaeeeeeessenntsssasseeesesassseseeessesnsssneens
301 1. DEJIRIHION ...ttt ettt
3.1.2. LA FEPONSE QU STFESS ..ottt ettt ettt et ettt ettt

3.2. LES TYPES DE STRESS. ...ttt ittt ittt sttt st s
32,10 CSIFESS PIOIONZE M.ttt
32,20 SHESS AE 1YPE CROC ...t

3.3. VIN ET CONTRAINTES ENVIRONNEMENTALES POUR LES BACTERIES.......ccocviiiiiiiiiiniieiiieeiee e

3.4. REPONSE AU STRESS DE LA BACTERIE OENOCOCCUS O NI .......ccvvveiireeeaereeeeeiieeeseireeaesssesesnseaesnnseeans

MATERIEL ET METHODES
1. TECHNIQUES DE MICROBIOLOGIE

1.1. ETABLISSEMENT DE LA COLLECTION D’ 0ENOCOCCUS OENI ........ccoeeiiiueeeeeeeeeeciireeeeeeeeeeiirseeeeeeeessinsenens
1.2. CULTURE DES BACTERIES ...vvviiiieiieiiitteee e e e eeeeteee e e e e eeeeiataeee e e e eeeeetaaeeeeeeeeeettaaeeeeeeeeeetasreseseeeeesarreeeeeeens
1.3. DETERMINATION DE LA CONCENTRATION CELLULAIRE D’UNE CULTURE .......cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiii
1.4. ETUDE DE LA FERMENTATION DES SUCRES ....ccceiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e,
1.5. DOSAGES ENZYMATIQUES DES PRODUITS DE LA FERMENTATION ......ccceiiieeieiiiiireeeeeeeeeiireeeeeeeeeeenneeenns

2. TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

2.1. EXTRACTION D’ ADN GENOMIQUE . ......uuuiiiiieiieiiiiieeieeeeeeeeieeeeeeeeeeeeiaeeeeeeeseeetaaeeeeeesseeaaaeeeeeesseennneeees
2.2. EXTRACTION D’ ARN ET SYNTHESE D’ ADNC ....cuiiiiiiiiieieeieeee et
2.3. METHODES D’ AMPLIFICATION PAR PCR .....ooiiiiiiiiiiiiii e
2.4. ANALYSE D’ ADN PAR ELECTROPHORESE SUR GEL.......ccoiuuiiiieeieiiiiieeeeee e eeeeeeeeeeeeeeaaeeeeeesseenanneeeeas
2.5. HYBRIDATION ADN/ADN SUR MEMBRANE ........cuuuiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeieeeeeeeeeeeiaaeeeeeesseesaaeeseeesseennneeees
2.6. RESTRICTION GENOMIQUE PAR L’ANALYSE REA-PFGE.........ooooiiiiiiiiieeeeee e
2.7. SEQUENCAGE DE L ADN ..ottt ettt e et e e e e e et e e e e e e e eaaraeeeeeeeenaes
2.8. CONFECTION ET ANALYSE DE LA PUCE TRANSCRIPTOMIQUE .....uuuuuiiiii e ensssnnnns

3. ANALYSES BIOINFORMATIQUE

3.1. ANALYSES DE GENETIQUE DES POPULATIONS .....uvvviiieeeiiiitireeeeeeeeeiiureeeeeeeeeeitaseeeseeeeeesssseseeeseessinsseeens
3.2. ANALYSES DE STRUCTURES DE POPULATIONS......uuvvieeieeiiitireeeeeeeeeeiareeeeeeeeeeianseeeeeeeeeinnseseseseessinssneens
3.3. ANALYSES STATISTIQUES .. .uuttvvieieeeeeeieeeeeteee e e et e e e e e eeataaeeeeeeeeeeaaaeaeeeeeeseentaaaeeeeessensaaaeseeessennnneeeeeas

12

12
12
13
13
14
15
15
16
16

17

17
19
20
20
20
21
22
23

24

24
24
25
26
26
26
27
32






RESULTATS ET DISCUSSION

1.  DIVERSITE GENETIQUE DE L’ESPECE OENOCOCCUS OENI 64
1.1. ANALYSE DE LA COLLECTION PAR TYPAGE DES SOUCHES EN REA-PFGE ... 64
1.2. RELATION ENTRE LE PROFIL PFGE ET L’ORIGINE DES SOUCHES .......c.cccteiiiiiiiiniieiiiieieiceieie e 65
1.3. TYPAGE DE LA COLLECTION PAR MLST ....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiices e 66

1.3.1. Sélection des GENes CIDIES ...............ccccccueiiiiiieiiaieeeeeeee et 66
1.3.2. Diversité allélique de [a COIECHION. ....................cccoocueiiiiiiiieie et 67
1.3.3. RAPPOTE ARJCS ...ttt et ettt 68
1.3.4. DIVerSité GENOMIGUE...............cccueieiieeeeee ettt ettt ettt 69
1.3.5.  Construction de I’arbre en Neighbor JOTNING .............ccccueviiiiiiiiiiiieei et 69
1.3.6.  Analyse multivariée de la variance et analyse discriminante. ...................cccccoecevcinveniienienncnnns 70
1.3.7.  Cas particulier de [a SOUCHE DIV 5.7 ..........cccoviiiiiiiiieee ettt 71
1.3.8.  Construction d’un minimum SPANRING [7@E .............c.oceereeeeieese ettt 72
1.3.9.  RecOmDINQiSON iNIrAZENIQUE. ..............c.c.ccueeeeaiiaiieeieeeie ettt ettt eae et e ese e ense e 72
1.3.10. RecombinaiSon IMIErGENIQUE ....................ccoecueieeiieiiee ettt 73
1.3.11. Analyse MLST SAns 1€ [0CUS FECP .............cccccceiiiiieiieii e 74
1.4. CORRESPONDANCE ENTRE GROUPES PHYLOGENETIQUES ET ORIGINE GEOGRAPHIQUE DES SOUCHES.. 75
1.5. ANALYSE DES POPULATIONS EN FONCTION DU TYPE DE PRODUIT D’ORIGINE.........ccccoiiiiiiiiiiiinenn 76
1.6. RELATION ENTRE L’ ANNEE D’ISOLEMENT ET LES GROUPES GENOMIQUES.........ccccoiiiniiiiiiiiienienenn 77
1.7. ANALYSE DE LA PRESENCE DE MARQUEURS GENETIQUES ......cccciiiiiiiiiieeeeeeeiiieeeeeeeeeeiiirreeeeeeeeennsseens 78
1.7.1.  Genes de métaboliSme et de SIESS ..............cccociioiiiiieiieiie e 78
1.7.2.  Genes issus de la comparaison des génomes de IOEB 8413 et IOEB 1491 ..........ccccccoeovevveeenne.. 79
1.7.3.  Recherche de genes choisis apres hybridation soustractive................ccccocuveeeeeioinieniieneanenns 80
1.8. DISCUSSION. ...ttt ettt et sttt 83
1.8.1.  Confrontation des résultats de typage par PFGE et MLST...........cccccoiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 83
1.8.2.  Deux sous-populations évoluant SEPAréMeEnt .................cc.cccveveicueiieeieeneeeeee e 83
1.8.3.  Un troisieme groupe phylo@EnetiqUe ..................cccccomueieeieaiiiaieiieiieeie et 85
1.8.4.  Des sous-populations dans CRAQUE GrOUPE .................c.cccueeeeiiiieeieeiieeeeee e 86
1.8.5.  Les marqueurs génétiques dans la sélection de souches @nologiques..................c.ccccoceuverevaunne. 88

2. ETUDE DE LA DIVERSITE PHENOTYPIQUE DANS L’ESPECE OENOCOCCUS OENLI........... 91
2.1. ETUDE PRELIMINAIRE ......ooiiiiiiiiiiiiiiiiitiieec ettt 91
2.2. ETUDE DE LA CAPACITE DE CROISSANCE DES SOUCHES .....uvvviiiiieiiiiiiieeeeeeeeiiiieee e e e eeeiiarreeeeeeeeenanneeens 93

2.2.1.  Choix du milieu de CUTTUTE .................ccociiiiiieiiee e 93
2.2.2.  Influence du pH et de [’éthanol sur la croissance des souches d’Oenococcus oeni...................... 94
2.2.3.  Analyse des résultats selon les quantités de biomasse formeée ..................ccccocuvvivviiiviiiicniencnans. 95
2.2.4.  Classification des souches dans un dendrogramme......................cccooceiveniienieniiiiiiiiiieseeeene 97
2.2.5.  Relation entre les phénotypes et les groupes phylogeénetiques...................cceceeeveceieicaveeneennnan.. 99
2.2.6.  Comparaison des phénotypes de croissance des souches des groupes phylogénétiques A et B.... 99
2.2.7.  Relation entre le phénotype et ’origine géographique.....................ccccoecveeieviaceenienieneeeenn 100
2.2.8.  Relation entre le phénotype et le type de produit..................c..ccoeeeveeviinienieiieieeieeieeeee 101
2.3. ETUDE DE LA FERMENTATION DES SUCRES ......coouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie it 101
2.3.1. TESLS PrELIMINGIFES ..........ooe ettt et be et enae s 102
2.3.2.  Capacité des souches de la collection a fermenter les 9 SUCIFES ...........c..cccocviviaceiciiniiaiieeann 103
2.3.3.  Capacité de fermentation du glucose et du frUCtOSe.................cccooiiciiiciiviiiiiiiiieieeeee 104
2.4. DISCUSSION ...ttt e e et 107
2.4.1.  Une grande diversité phEROIYPDIGUE. .................ccoiuiiiaiiiieee et 107
2.4.2.  Influence de la constitution des pOPUIALIONS ...................cccoeviiiiiiiiiiiiiiii et 108
2.4.3.  Place des levains malolactiques dans ['analyse....................cccccuvoiioinoiiniiiniiiiiieieeeeeee 108
2.4.4.  Relation entre phylogénie et PRENOIYPE ..............c.cccoviiiriiiiiiiieieeee ettt 109

3. ETUDE TRANSCRIPTOMIQUE DE LA REPONSE D’OENOCOCCUS OENI AU STRESS VIN112

3.1. CHOIX PRELIMINAIRES A L’ETUDE TRANSCRIPTOMIQUE .....c.cccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiienieiie e 112
311, Choix des SOUCRES G ULIIISEE ...........c..ccciiiiiiiiiieieeet ettt 112
3.1.2.  Choix des CONAItIONS A SIFESS...........cciiiiiiiiieieeee ettt 113

3.2. EXPRESSION DES GENES ANALYSES PAR HYBRIDATION SUR « PUCE » D’ARN ......cccccoooiiiiiiiiien 115
3.2.1.  Etude de la qualité des ARNs et des RyDridations...................cccoovovoeeeveoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeen 115
3.2.2.  Analyse de ['eXpreSSion des ENES...............ccccuiiioiiiiiii it 116
3.2.3.  Etude de la fonction possible des GEnes ................ccccoociivoiiiiiiiiiiieiiei e 117

3.3. ETUDE DE L’EXPRESSION DE GENES PAR QRT-PCR ... 121
3.3.1. Sélection de GEnes CIbIes ...............cooiiiiiiiiiiiiii et 121






3.3.2.  Validation des résultats obtenus par hybridation de la « puce » ...............cccccoovevcievciencacnnnnn.
3.3.3.  Etude de diversité de transcription chez 9 SOUCHES .................cccccuevieviieiiiiiiieiieee et
3.4. DISCUSSION ...ttt e e et

CONCLUSION GENERALE
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
INDEX

COMMUNICATIONS SCIENTIFIQUES






INTRODUCTION






Le vin est le fruit de longues transformations chimiques et biologiques dont la mati¢re
premicre est le raisin. Il est défini par « le produit exclusivement obtenu par la fermentation
alcoolique totale ou partielle de raisin frais, foulés ou non, ou du mofit de raisin ». Le vin est
préparé depuis longtemps, des traces de vin et de vinification ayant été trouvées dans des sites
de fouilles datés de 7000 ans en Iran. Dans 1’antiquité, et jusqu’a la fin du Moyen Age, le vin
est couramment consommé, et méme utilis€ en médecine pour soigner toutes sortes
d’affections. Il évolue au cours des siécles, avec les procédés de fabrication. De nos jours, le
vin est accessible a tous, et est produit dans le monde entier. Dans de nombreux pays, les
vignes sont cultivées, et le gout, la couleur, les aromes des vins produits varient énormément.
Partout, les processus de vinification sont de plus en plus étudiés et contrdlés, dans la
recherche constante de I’amélioration de la qualité.

La technologie permet de maitriser les étapes de la vinification. La précision dans la
date des vendanges, le soin apporté au raisin, la température durant les fermentations, le type
de bois choisi pour les barriques servant a I’élevage, et les diverses opérations cenotechniques
au chai sont autant de parameétres importants. Mais le vin est avant tout un produit de
fermentation, d’ou I’'importance de I’étude des microorganismes. Les levures, parmi elles
Saccharomyces cerevisiae, et les bactéries lactiques, dont Oenococcus oeni sont ainsi
directement impliqués dans la réussite de la vinification. La premicre étape, la fermentation
alcoolique (FA), est réalisée par les levures, dont le métabolisme le plus évident conduit des
sucres a I’éthanol. La deuxiéme est la fermentation malolactique (FML), assurée surtout par la
bactérie O. oeni, qui métabolise 1’acide L-malique en acide L-lactique, ce qui a pour effet un
assouplissement des vins, et une meilleure stabilit¢ microbienne. Ces microorganismes sont
présents naturellement sur la baie de raisin, et se retrouvent dans le mott de raisin apres le
foulage.

La capacité d’adaptation au mott et au vin varie grandement entre les espeéces mais
aussi d’une souche a ’autre, au sein d’'une méme espece. La réussite des fermentations en
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dépend, certaines souches ont des rendements de transformation faibles, ou bien favorisent
I’implantation de bactéries d’altération. Pour pallier a ce probleme, de plus en plus de
producteurs utilisent des levains industriels, que ce soit de levures, ou de bactéries, avec des
souches choisies pour réaliser rapidement la fermentation. Concernant les bactéries lactiques,
la sélection des souches se fait sur le critére de I’adaptation aux conditions physicochimiques
du vin, et de la capacité de croissance, qui sont les parameétres primordiaux pour la réussite de
la FML.

Plusieurs études ont montré la grande variabilité dans I’espece O. oeni, que ce soit au
niveau de propriétés physiologiques et métaboliques (la croissance dans les vins, la réussite de
la FML, la production de composés aromatiques), ou au niveau de la diversité génétique.
Cette grande diversité explique la différence de comportement des souches sélectionnées
comme levains malolactiques, avec souvent des résultats aléatoires. Il est donc important de
sélectionner les meilleures souches, capables de résister au vin (pH acide, titre alcoométrique
fort, présence de divers inhibiteurs bactériens). Pour cela, il faut comprendre pourquoi
certaines souches sont plus adaptées, et comment elles résistent mieux a leur environnement.
L’étude des mécanismes de résistance au stress devient de plus en plus d’actualité chez cette
espece, dans le but de sélectionner plus efficacement les futurs levains malolactiques.

La variabilité génétique de I’espece a été maintes fois étudiée, par différentes méthodes.
Une grande diversité en ressort, avec une particularité, plusieurs fois notée : cette espéce est
vraisemblablement divisée en deux sous-populations. Mais peu d’études ont visé a relier la
variabilité phénotypique génétique. C’est ce que cette étude se propose de faire. Pour cela,
une collection trés variée et fournie a été rassemblée au laboratoire, pour tenter d’avoir une
meilleure représentativité de l’espéce que dans les études antérieures. Cette collection
composée de plus de 510 souches a pu étre élaborée grace a la participation de nombreux
partenaires, et est a ce jour une des plus grandes collections d’O. oeni. A partir de ce

formidable outil, il est possible d’accéder aux caracteres de 1I’espece entiere.






Dans une premiere partie, la diversité génétique de I’espece a été analysée, a 1’aide de
trois techniques majeures, utilisées couramment en génétique bactérienne, 1’analyse
Multilocus Sequence Typing (MLST), la restriction génomique (REA-PFGE), et I’étude de la
présence de marqueurs génétiques. Le but a été de connaitre le fond génétique de 1’espece, et
de confirmer la présence des deux sous populations, mais cette étude a permis de mieux
comprendre 1’évolution de I’espéce, et la variabilité au sein des régions et pays du monde.

Dans une deuxiéme partie, la diversité phénotypique des souches a été ctudide.
L’analyse d’un grand nombre de souches, a abouti a une estimation de la variabilité
phénotypique de 1’espéce, et a permis de mettre au point une nouvelle méthode de
phénotypage a grande échelle.

Enfin, I’approche transcriptomique visant a identifier des mécanismes biologiques et
moléculaires de la réaction et de ’adaptation d’O. oeni au vin a été employée. Le but était de
voir I’effet du stress sur la transcription des geénes, et d’en déduire des geénes codant pour des
fonctions importantes pour la survie. Cette étude a montré la variation dans la transcription de
certains geénes selon les souches. En somme, 1’objectif est d’évaluer et de comprendre la
diversité globale de cette espéce, ce qui au plan pratique pourrait se traduire par un progres

dans la sélection des souches.
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1. Vinification et microbiologie du vin

1.1.La vinification

1.1.1. Du raisin au moit

La vinification est un long processus comprenant de nombreuses €tapes, qui aboutit a
la transformation du raisin en vin. La définition communément admise du vin est « le produit
obtenu exclusivement par la fermentation alcoolique, totale ou partielle, de raisins frais,
foulés ou non, ou de moftts de raisin » (Ribéreau-Gayon, 1991).

Le raisin, mati¢re premiere pour 1’élaboration du vin, est le fruit d’une espéce unique,
la seule a étre cultivée, Vitis vinifera. De nombreuses variétés de cette espece, appelées
également cépages, sont utilisées, cépages qui different d’un pays a un autre, ou encore d’une
région a une autre. Ainsi, dans la région bordelaise, les principaux cépages de raisins rouges
utilisés sont le Merlot, le Cabernet-franc, le Cabernet-Sauvignon, et le Petit-Verdot alors
qu’en Bourgogne il s’agit du pinot noir. En Champagne, les cépages sont le Chardonnay, le
Pinot noir et le Pinot Meunier.

La date des vendanges est trés importante, car de la maturité du raisin dépend la
composition du milieu dans lequel évoluent les microorganismes. Elle est trés liée aux
conditions climatiques, qui d’une part influencent la qualité des baies, mais aussi la flore
microbienne présente sur la baie de raisin. Tous ces facteurs vont finalement conditionner la
qualité du vin. L’égrappage et le foulage des baies de raisin conduisent au moat, généralement
additionné de dioxyde de soufre (SO;), utilisé pour ses activités antioxydantes et
antimicrobiennes. Le mofit est finalement mis en cuve, pour y subir la fermentation

alcoolique.
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1.1.2. La fermentation alcoolique

La fermentation alcoolique (FA) consiste principalement en la dégradation du sucre du
mott et la production d’éthanol et de dioxyde de carbone. Au dela de cette réaction,
d’innombrables autres voies métaboliques transforment complétement le milieu. Différentes
opérations techniques assurent 1’homogénéisation du moit, 1’oxygénation nécessaire aux
levures et I’extraction des composés de la couleur des vins (Visser et al., 1990). Les sucres les
plus abondants sont le glucose et le fructose. L’espece de levure principalement responsable
de la fermentation alcoolique est Saccharomyces cerevisiae, naturellement présente sur la baie
de raisin (Mortimer et Polsinelli, 1999), mais de nombreuses autres especes sont également
actives, au moins en début de FA. C’est le cas par exemple de Torulaspora delbruckii qui
participe a cette fermentation, avec des effets intéressants, de sorte qu’elle est préconisée
comme complément a S. cerevisiae (Renault et al., 2009). La voie métabolique utilisée pour la
consommation de sucres, en condition anaérobie, qui comporte la glycolyse, produit dans
cette ¢tape deux molécules d’ATP pour une molécule de sucre consommé. Durant cette
réaction, deux molécules de cofacteur NAD" sont réduits en NADH. La production d’éthanol
a partir du pyruvate de la glycolyse est la conséquence de la réoxydation de ces cofacteurs,
nécessaires a la poursuite de I’activité glycolytique.

Lors de la fermentation alcoolique, la macération provoque I’extraction de la couleur
et des tannins contenus dans le marc, constituée de composés solides du mott. A la fin de la
fermentation, le mott est séparé du marc et placé dans un autre contenant, afin de réaliser la

fermentation malolactique.

1.1.3. La fermentation malolactique
La fermentation malolactique (FML) est 1’étape suivant la fermentation alcoolique.
Elle correspond a la transformation de 1’acide L-malique, en acide L-lactique, catabolisée par

I’enzyme malolactique (Schiitz et Radler, 1973; Lonvaud, 1975). La FML est principalement
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réalisée par les bactéries lactiques de I’espece O. oeni. Parmi les autres bactéries du vin, O.
oeni survit le mieux dans les conditions acides, aux concentrations €levées en éthanol et
autres éléments inhibiteurs a ce stade de la vinification. La FML ne se déclenche que si la
concentration en O. oeni dépasse le seuil de 10° UFC/ml. La FML entraine une
désacidification du vin, ainsi que d’autres modifications organoleptiques et participe a la
stabilisation microbienne (Lonvaud-Funel, 1999). Cette transformation entraine une
désacidification du vin, ainsi qu’une modification des qualités organoleptiques du vin.
L’acide lactique est connu pour étre moins agressif et moins désagréable en bouche que
I’acide malique (de Revel et al., 1999). Les modifications organoleptiques ont pour origine
divers métabolismes, et s’exercent sur de nombreux substrats du milieu. Beaucoup de
bactéries lactiques, dont O. oeni, métabolisent le citrate, conduisant a 1’acide acétique,
I’acétoine, le butanediol, ou bien encore le diacétyle, qui donne une note beurrée au vin
(Lonvaud-Funel et al., 1984; Collins, 1972; de Revel et al., 1999; Bertrand et al., 1984; Davis
et al., 1985).

Apres la FML, le vin conservé en cuve et mis en barrique, afin d’évoluer sous
I’influence de I’oxydation, et du contact avec le bois. Pendant cette période, il est stabilis¢ par

sulfitage afin qu’aucun microorganisme ne se multiplie.

1.2.Les microorganismes du vin

Les microorganismes du vin sont présents initialement sur la baie de raisin, et se
retrouvent dans le mott apres le foulage. Ils appartiennent a différentes especes de levures et
de bactéries. A partir des nombreuses familles de bactéries et de levures présentent

initialement dans le moft, peu d’entre elles parviennent a survivre et a se développer.
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Espece de bactérie lactique Caractere fermentaire Morphologie

Lactobacillus casei o _ _
] hétérofermentaires facultatifs
Lactobacillus plantarum

- - bacilles
Lactobacillus brevis . ) ) )
] ) 3 hétérofermentaires obligatoires
Lactobacillus hilgardii
Pediococcus damnosus )
) homofermentaire
Pediococcus pentosaceus
coques

Oenococcus oeni o ) ) )
. hétérofermentaires obligatoires
Leuconostoc mesenteroides

Tableau 1 : Liste des especes de bactéries lactiques présentes sur la baie de raisin, et dans le
vin (Ribereau Gayon et al 1998)



1.2.1. Les levures

Les levures présentes dans le vin appartiennent a différents genres dont le genre
Saccharomyces est le plus important. Dans ce genre, 1’espece Saccharomyces. cerevisiae est
majoritaire durant la fermentation alcoolique, mais Saccharomyces. uvarum domine dans
certains cas. Dans les autres genres « non Saccharomyces » (Zott et al., 2008), certaines
especes participent a la fermentation. D’autres sont impliquées dans des altérations du vin,
c’est le cas de Brettanomyces bruxellensis provocant des déviations aromatiques et de
Zygosaccharomyces bailii et Saccharomycodes Iludwigii qui entrainent par exemple des
refermentations de vins liquoreux (Renouf, 2006). D’un autre c6té, des levures du genre

Candida, Hanseniaspora, et Pichia peuvent contribuer favorablement a la typicité des vins

(Jolly et al., 2003; Romano et Suzzi, 1993).

1.2.2. Bactéries lactiques

Parmi les bactéries présentes dans le motlit de raisin, les bactéries lactiques
représentent une part importante du microbiote. Les principales especes de bactéries lactiques
appartiennent aux quatre genres Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc et Oenococcus. Ces
quatre genres ont des capacités fermentaires variées (tableau 1) (Ribereau-Gayon et al., 1998).
Les bactéries lactiques, capables de survivre en environnement anaérobie, se trouvent dans
d’autres aliments et réalisent la fermentation de nombreux produits comme les fromages et
produits laitiers, mais également dans des viandes (charcuterie) ou des végétaux (choucroute).
Elles influent d’une part sur les qualités organoleptiques des produits, mais jouent également
un role fondamental dans la stabilité microbienne et la conservation des produits (Morgan et
al., 2002).

Les bactéries lactiques du vin sont indispensables a 1’élaboration du vin, ou a c6té des
apports organoleptiques de la fermentation malolactique, elles aident a la stabilisation

microbienne du vin. En effet, elles consomment des substrats tels que 1’acide malique, et
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certaines sont capables de produire des bactériocines (Knoll et al., 2008; Navarro et al., 2000;
Strasser de Saad et Manca de Nadra, 1993). Parmi les bactéries lactiques, 1’espece O. oeni
prédomine largement durant la fermentation malolactique, car elle posséde une trés bonne

faculté d’adaptation dans le vin, et est la plus apte a réaliser la FML (Lonvaud-Funel, 1999).

1.2.3. Bactéries acétiques
Deux genres principaux de bactéries acétiques sont retrouvés dans le vin,
Gluconobacter et Acetobacter. Certaines especes, principalement Acetobacter aceti et
Acetobacter pasteurianus, interviennent dans le vin fini et oxydent 1’éthanol en acide
acétique, provoquant une augmentation de 1’acidité volatile du vin. Ce phénomene qui altere
la qualité du vin est évité au maximum en cenologie, mais il est au contraire recherché lors de

I’élaboration du vinaigre.

1.2.4. Evolution du microbiote durant la vinification

Le biote microbien évolue continuellement, depuis I’environnement de la baie de
raisin jusqu’au vin mis en bouteille. La cause principale est la modification des conditions
physico-chimiques du milieu, qui change tout au long de la vinification. Ainsi, les différentes
especes se succedent, plus ou moins bien adaptées aux conditions, richesse en sucres d’abord,
puis carence, et avec une augmentation de la concentration en éthanol. Ces modifications du
microbiote sont importantes car elles conditionnent le bon déroulement de la vinification.

D’abord, la majeure partie des espéces présentes sur la baie de raisin, les espeéces non
fermentaires, laissent la place aux espéces fermentaires mieux adaptées aux conditions plus
difficiles (Renouf, 2006). Parmi les espéces bactériennes, une grande partie de la biodiversité

est composée de bactéries lactiques, dont I’espece O. oeni, a de trés faibles concentrations.
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Figure 1: Voie de la fermentation du glucose et du fructose chez les bactéries lactiques
hétérofermentaires, chez O. oeni Les produits finaux (lactate, acétate, éthanol) sont indiqués
en gras.



Au fur et a mesure de la fermentation alcoolique, la diversité microbienne chute, avec
seules les especes les plus résistantes. Durant la FA, S. cerevisiae atteint des concentrations de
I’ordre de 10°%c/ml dans le moit, mais les bactéries lactiques survivent a des concentrations de
10°-10*UFC/ml. Leur croissance est affectée par le métabolisme des levures qui libére des
molécules antibactériennes et appauvrit le moit en sucres, acides aminés, vitamines et autres
facteurs de croissance (Lafon-Lafourcade, 1983; King et Beelman, 1986; Lonvaud-Funel et
Joyeux, 1988). En fin de fermentation alcoolique, la faible teneur en sucre, I’accumulation de
molécules toxiques, et les carences provoquent le déclin de la population de levures.

C’est dans ces conditions difficiles que la population bactérienne commence a
proliférer, essentiellement O. oeni, la mieux adaptée au vin. A ce moment-la, le milieu est
pauvre en sucres, riche en éthanol, et 1’acidité s’ajoute pour sélectionner cette espéce, qui
compose alors 70% a 100% de la flore bactérienne lors de la FML. La dégradation massive
d’acide malique est visible et effective uniquement lorsque la population atteint la
concentration de 10°UFC/ml.

Enfin, apres la FML, la population microbienne est éliminée par sulfitage. Certaines
souches de plusieurs especes de bactéries et de levures arrivent cependant a survivre, souvent
trop peu nombreuses pour proliférer. C’est le cas notamment de Brettanomyces bruxellensis
ou encore certaines souches de Pediococcus parvulus, qui altérent le vin si elles arrivent a se

développer suffisamment.

2. Oenococcus oeni

2.1.Description I’espece Oenococcus oeni

Oenococcus oeni est une bactérie a gram positif dont les cellules arrondies forment des
chainettes plus ou moins longues selon les souches et les conditions du milieu. Présente
initialement sur la baie de raisin, elle passe inapergue car sa population est tres faible. Il a
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O. oeni L. delbrueckii

L. gasseri
L. johnsonii

Leuconostocaceae
L. mesenteroides

L. casel
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L. plantarum L. lactis ssp. cremoris
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0.05

B.subtilis
(outgroup)

Figure 2 : arbre phylogénétique des bactéries lactiques, construit a partir de la séquence des
protéines ribosomales. Chaque branche présente des valeurs de bootstrap supérieures a 75%
(Makarova et al 2006)



ainsi fallu passer par des étapes d’enrichissement pour 1’observer (Renouf et al., 2007). O.
oeni se retrouve également sur d’autres fruits comme la pomme et la poire. Elle participe
aussi au processus de I’élaboration du cidre et du poiré.

O. oeni est une bactérie hétérofermentaire (Figure 1). Elle dégrade le glucose par la
voie des pentoses phosphates et qui aboutit a la formation d’acide lactique, d’acide acétique,
d’éthanol et de CO, (Kandler, 1983). Le fructose et divers pentoses sont également fermentés.
Lorsque le fructose est métabolisé, une partie est fermentée et 1’autre est réduite en mannitol.
Dans ce cas, la production d’éthanol est limitée car le NADH nécessaire est déja réoxydé par
la réaction de production du mannitol (Richter et al., 2003).

L’espéce O. oeni était initialement classée dans le genre Leuconostoc, et appelée
Leuconostoc oenos (Garvie, 1967). Cependant, tres tot, de nombreuses études ont montré la
différence importante entre I’espéce L. oenos et les autres Leuconostoc (figure 2). Notamment
cette espéce était caractérisée par son acidophilie (Garvie et Farrow, 1980). En outre, elle ne
possede pas de glucose-6-phosphate déshydrogénase NADH dépendante (Garvie, 1986), et
présente un profil électrophorétique des protéines solubles différent des autres Leuconostoc
(Dicks et al.,, 1990). Par ailleurs, les ¢tudes portant sur I’hybridation ADN/ADN et
ADN/ARN ont également montré des différences majeures (Garvie, 1976, 1981; Hontebeyrie
et Gasser, 1977; Farrow et al., 1989; Schillinger et al., 1989; Dicks et al., 1990), ainsi que
I’étude des séquences des ARNs 16S et 23S. Pour toutes ces raisons, les bactéries classées
comme L. oenos ont été intégrées dans un nouveau genre Oenococcus, composé a 1’origine
d’une seule espece, O. oeni (Dicks et al., 1995). En 2006, une deuxi¢me espéce appartenant
au genre Oenococcus a été découverte, et nommée Oenococcus kitaharae (Endo et Okada,
20006). Cette espece a ¢été isolée de résidus de fermentation d’un alcool japonais, le shochu.
Bien qu’ayant des caracteres phénotypiques tres différents d’O. oeni, elle fait partie du genre
en raison de la similarité des ARNs 16S et d’un pourcentage d’hybridation ADN/ADN avec
0. oeni de 25-30%.
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Figure 3 : Core et pangénome d’O. oeni. La comparaison des génomes des trois souches a été
représentée sous forme du nombre de genes spécifiques, ou présents conjointement chez
plusieurs souches. L aire de chaque région du graphe est proportionnel au nombre d’ORFs



Une particularité intéressante des deux especes du genre Oenococcus est 1’absence de
deux genes, mutS et mutL (Marcobal et al., 2008), codant pour des enzymes impliquées dans
un mécanisme de réparation de I’ADN (Mutation Mismatch Repair). Cette délétion est assez
rare dans le monde bactérien et a été rattachée a chaque fois a une augmentation de la
fréquence de mutations et de transferts horizontaux au sein de I’espéce (Young et Ornston,
2001; Prunier et Leclercq, 2005; Rayssiguier et al., 1989; Matic et al., 1995). Chez O. oeni, le
taux de mutations spontanées est effectivement beaucoup plus élevé que chez d’autres especes
de bactéries lactiques (Marcobal et al., 2008). L’absence de MMR chez le genre Oenococcus
est ainsi une hypothése qui explique que ce genre se soit distinct des autres Leuconostoc.

A ce jour, les génomes de trois souches d’O. oeni ont été séquencés, les souches PSU1
(Mills et al., 2005), ATCC BAA 1163 (n° genbank : AAUV01000000) et AWRIB429
(Borneman et al., 2010). La comparaison des séquences de ces trois souches a montré que le
pangénome d’O. oeni était important. Sur plus de 2244 genes identifiés, seulement 1216
étaient communs aux trois génomes (Borneman et al., 2010) figure 3. Des réarrangements
chromosomiques ont été relevés, signes de la grande plasticité¢ du génome d’O. oeni, et de sa

grande variabilité génétique (Bon et al., 2009).

2.2.Utilisation de levains d’Oenococcus oeni

Le r6le prépondérant d’O. oeni dans la vinification a entrainé son utilisation de plus en
plus fréquente sous forme de levains malolactiques. Les premicres expérimentations d’ajout
de souches exogenes dans le vin datent des années 1960 (Peynaud et Domercq, 1959), mais
son utilisation est maintenant plus courante. Les levains sont utilisés en général pour
compenser ’absence des souches d’O. oeni indigenes, et favoriser la FML. Actuellement, une
dizaine de levains sont commercialisés par les industriels. Ils sont sélectionnés seulement sur

des critéres de survie et de croissance dans le vin.
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2.3.Variabilité génétique chez Oenococcus oeni
La diversité génétique de I’espece O. oeni a déja été étudiée, avec des approches
fondamentalement différentes. Ces études ont surtout pour but de distinguer les souches entre

elles, et d’observer le polymorphisme génétique des bactéries de cette espece.

2.3.1. Etude de I’ADN ribosomal

L’étude et le séquengage de I’ADN ribosomal est couramment utilisé¢ afin de
différencier les especes. Cette séquence est choisie pour son ubiquité chez le vivant, et un
faible polymorphisme qui différencie des especes génétiquement tres éloignées, et trés
proches. L’ADNr 16S a ¢été la base d’une étude visant a classer 1’ensemble des especes
bactériennes et des archées (Yarza et al.,, 2008). Le séquencage d’une partic de I’ARN
ribosomique (ADNr 16S, 23S et espace intergénique 16S-23S) de O. oeni permet de
différencier cette espece des autres bactéries lactiques. Toutefois, le polymorphisme n’est pas
suffisant pour discriminer des souches (Yang et Woese, 1989; Martinez-Murcia et al., 1993;
Martinez-Murcia et Collins, 1990; Zavaleta et al., 1996; Le Jeune et Lonvaud-Funel, 1997).
La technique RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), par digestion enzymatique
de la région 16S-23S n’a pas non plus permis de différencier les souches, puisqu’un profil de
restriction unique a été observé (Viti et al., 1996; Zavaleta et al., 1996). Cependant, les
souches ont pu étre classées en deux groupes grace a la technique de ribotyping, consistant en
la digestion du génome total et I’utilisation d’une sonde spécifique a I’ADNr 16S (De Las
Rivas et al., 2004; Zavaleta et al., 1997). Deux profils différents ont été obtenus et préfigurent

déja la séparation de 1’espeéce en deux sous-ensembles.

2.3.2. RAPD et AFLP

D’autres techniques ont été employées afin de tenter de discriminer les souches de

I’espece, basées sur une amplification de régions du génome. La RAPD (Random Amplified
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Polymorphic DNA), est basée sur I’amplification de séquences a partir d’amorces
aspécifiques. Mais I’ensemble des publications donnent des résultats treés hétérogenes, puisque
si certaines concluent a une grande diversité (Reguant et Bordons, 2003; Reguant et al., 2005;
Zapparoli et al., 2000), d’autres ont montré un polymorphisme trés faible (Zavaleta et al.,
1997; Lechiancole et al., 2006).

L’AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), a également permis de
discriminer les souches (Cappello et al., 2008). Cette technique est basée sur une digestion du
génome, puis une amplification par PCR spécifique d’adaptateurs fixés aux extrémités des
fragments de digestion. Elle donne des profils différents, mais pas suffisamment pour pouvoir

discriminer une collection importante.

2.3.3. REA-PFGE

La méthode REA-PFGE (Restriction Electrophoresis Analysis - Pulsed Field Gel
Electrophoresis) est une analyse de profils créés par la digestion du génome par une enzyme a
site de restriction rare. Habituellement 1’enzyme Notl est utilisée. Elle permet d’obtenir des
profils de digestion allant jusqu’a une quinzaine de bandes. Cette technique s’est avéré la plus
efficace pour typer les souches, elle est jusqu’ici la plus reproductible et est trés employée
(Daniel et al., 1993; Lamoureux et al., 1993; Kelly et al., 1993; Tenreiro et al., 1994,
Zapparoli et al., 2000; Sato et al., 2001; Guerrini et al., 2003; Malacrino et al., 2003;
Lechiancole et al., 2006; Larisika et al., 2008; Lopez et al., 2007; Bilhere et al., 2009). Cette
technique, en plus de confirmer la grande diversité génétique de l’espéce, a notamment

confirmé la répartition de la population en deux groupes suggérée par les études par RFLP

(Bilhere et al., 2009).
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2.3.4. MLST (Multilocus Sequence Typing)

La MLST est devenu une méthode de référence pour typer les bactéries (Enright et
Spratt, 1999; Maiden et al., 1998). Elle consiste a séquencer plusieurs loci, généralement des
« geénes de ménage », et a analyser la séquence concaténée. Un gene dit « de ménage » est un
gene qui s'exprime dans tous les types cellulaires et dont les produits assurent les fonctions

indispensables a la survie des cellules. Le choix des génes est trés important, et 1’utilisation

des genes de ménage se justifie par leur ubiquité dans I’espeéce bactérienne, et une relative
conservation de séquence. Le nombre de génes étudiés doit étre au moins de 7, et ces génes
doivent étre répartis sur I’ensemble du génome. Ils doivent présenter un polymorphisme
suffisant mais pas trop important afin d’éviter d’obtenir un profil unique par souche. Cette
technique est tres différente du typage REA-PFGE. En effet, cette derniere permet
I’observation de grands réarrangements chromosomiques, d’événements de délétion ou
insertion de matériel chromosomique, alors que la MLST permet d’observer la diversité
neutre de 1’espece, et la présence de SNP (single nucleic polymorphism).

Deux études sur O. oeni ont déja été¢ menées en utilisant cette méthode, avec a chaque
fois un nombre de souches relativement limité. La premicre étude a porté sur le séquencgage
de quatre génes de ménage chez 18 souches (De Las Rivas et al., 2004). Elle différencie
toutes les souches de 1’étude. Elle décrit une population trés hétérogeéne, avec une espece
panmictique. Cependant, le faible nombre de loci analysés et de souches utilisées ne permet
pas de certifier ces hypotheses.

Une deuxiéme étude, réalisée sur une collection de 43 souches et huit loci, a montré
également un fort polymorphisme et une bonne discrimination de souches. 34 profils
différents ont été obtenus, avec une population séparée en deux groupes distincts, et une
recombinaison intragénique importante responsable de la formation de sous-groupes (Bilhere
et al., 2009). Dans cette étude, le pouvoir discriminant de la MLST et de la PFGE. Elle

montre une meilleure performance de la méthode PFGE ont ét¢ comparés. Ces deux
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techniques s’accordent sur 1’existence de groupes génétiques spécifiques, bien que les

approches soient tres différentes.

2.4.Variabilité phénotypique

O. oeni présente un caractere particulier, décrit dans de nombreuses revues. C’est une
espece acidophile, pouvant survivre et se développer dans des milieux tres difficiles, a hautes
concentrations en ¢thanol (12%). Ces bactéries se développent mieux dans un milieu
contentant de 1’éthanol (6%) que dans un milieu sans éthanol (Guerzoni et al., 1995).
Cependant, méme si I’ensemble des souches posseédent plus ou moins ces caractéristiques, la
variabilité phénotypique est vraiment importante (Edwards et al., 1991; Tracey et Britz,
1987). En particulier, les souches n’ont pas la méme capacité d’adaptation au vin, et donc pas
la méme capacité a réaliser la fermentation malolactique. La capacité de dégradation du
malate dans le vin est aussi variable selon les souches (Beelman et al., 1980; Henick-Kling et
al., 1989; Rodriguez et al., 1990; Martineau et Henick-Kling, 1995; Avedovech et al., 1992).
La diversité a pu étre montrée sur un panel de 79 souches et a pu ainsi démontrer une grande
variété de phénotypes différents (Bon et al., 2009), et une association a pu étre trouvée entre
les meilleures souches et la présence de marqueurs génétiques. Il a également été démontré de
nombreuses activités glycosidases au sein de 1’espece (Ugliano et al., 2003; Barbagallo, 2004;
D’Incecco, 2004; Grimaldi et al., 2005), alors que I’hétérogénéité de croissance de plusieurs
souches a été montrée dans des vins italiens (Cappello et al., 2010; Guerrini et al., 2003;
Vigentini et al., 2009). Il manque cependant une étude claire et portant sur une collection
exhaustive pour pouvoir évaluer vraiment la diversité¢ de phénotypes qu’il est possible de

rencontrer chez cette espece.
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3. Adaptation et réponse aux chocs environnementaux

L’étude de la réponse des bactéries au stress est tres étudice ces dernieres années, car les
mécanismes d’adaptation sont mal connus et intéressent les industriels. En effet, I’industrie
alimentaire fait largement appel aux microorganismes, qui sont soumis a des contraintes
diverses. La sélection et I'utilisation de souches plus performantes car plus adaptées a
I’environnement, passe par la compréhension des mécanismes de survie et de résistance au
stress. Parmi les microorganismes, les bactéries lactiques sont activement étudiées de ce point
de vue, car elles sont treés utilisées en agroalimentaire. Dans le vin, les microorganismes,
notamment O. oeni sont soumis a des conditions difficiles pendant la vinification. Au cours de
la FA, 'augmentation de la concentration en éthanol et en métabolites toxiques des levures
s’ajoute a I’acidité et autres inhibiteurs du vin (polyphénols,...). Les bactéries doivent avoir
les mécanismes adéquats pour s’y adapter. Par ailleurs, concernant les levains malolactiques,
les bactéries sélectionnées doivent s’adapter aux contraintes de la production industrielle
(production de biomasse, lyophilisation), puis aux chocs de I’inoculation dans le vin au
moment de 1’utilisation.

Les phénomenes de stress ne sont pas spécifiques aux conditions industrielles, mais sont
existants aussi dans 1’environnement, et par exemple pour O. oeni sur le raisin. Les
mécanismes de réponse sont trés variés d’un stress a un autre et font ainsi intervenir aussi bien
des modifications de métabolisme que des variations de composition de membranes, ou

encore I’intervention de transporteurs et la formation de biofilms.

3.1.Le stress chez les bactéries

3.1.1. Définition

Le stress en microbiologie est défini de la fagon suivante. C’est une brusque

modification de I’homéostasie cellulaire, induite par une ou plusieurs modifications
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environnementales. Une définition plus précise, €émise par Booth (Booth, 2002), décrit le
stress comme « toute modification dans le génome, le protéome ou dans I’environnement, qui
provoque une croissance réduite ou affecte la capacité a survivre. De telles modifications
conduisent la cellule a tenter de restaurer un profil métabolique qui serait favorable a la
survie, ou bien a une croissance plus rapide ». En plus des mécanismes de réponse au stress,
un autre facteur important est 1’état physiologique dans lequel les cellules se trouvent. Les
cellules en phase stationnaire acquierent un niveau général de résistance au stress supérieur
aux cellules en croissance (Martin et al., 1991). L’entrée en phase stationnaire induit des
systtmes de réponse qui préparent les cellules a survivre a différents stress
environnementaux, sans qu’elles n’y aient été¢ nécessairement préparées (Jenkins et al., 1990,
1988; Jouper-Jaan et al., 1992; Hartke et al., 1994; Giard et al., 1996). Chez O. oeni, on sait
que les souches de laboratoire incapables de survivre dans un vin, peuvent étre réadaptées

apres culture dans des milieux plus proches du vin (Renouf, 2006).

3.1.2. Laréponse au stress

La réponse au stress est diverse selon les stress. En général, les bactéries préviennent
les stress plutot qu’elles ne les réparent (Hengge-Aronis, 2002). Les bactéries ont de multiples
systemes protégeant la cellule des contraintes extérieures. La membrane est la premiére cible
et doit maintenir son activité¢ et son intégrité. Elle est en particulier le si¢ége des transports
sélectifs qui permettent de conserver 1’homcéostasie cellulaire, en premier lieu pour des
bactéries fonctionnant en milieu acide avec le maintien du pH intracellulaire. Apres détection
du signal de stress, la transcription de geénes est activée ou réprimée, pour une réponse
adaptée. Chaque type de stress entraine une réponse spécifique.

Si le stress est trop important par rapport a la réponse possible, la cellule ne peut pas
survivre. Sinon elle s’adapte, c’est-a-dire qu’elle met en place ses mécanismes de défense, qui

lui permettent de se développer et de proliférer. Un état physiologique particulier est 1’état

25






viable non cultivable (VNC), ou les cellules métaboliquement actives ne sont plus capables de
se développer (Kogure et al., 1979; Xu et al., 1982).

Mais une culture bactérienne n’est pas complétement homogene. Aertsen et Michiels
(2005) démontrent que I’augmentation de diversité d’une espéce est directement liée a la
capacité de survie au stress. Plus une espece est génétiquement diverse, plus il y a de chance
pour qu’un individu de la colonie soit capable de résister a un stress. C’est une autre
hypothéese, non plus basée sur les mécanismes physiques mais plus sur la sélection naturelle.
Associée aux autres mécanismes, elle peut étre appliquée a O. oeni, connue pour étre plus
génétiquement variable que les autres bactéries peut-étre soumises a des contraintes moins

fortes (Marcobal et al., 2008).

3.2.Les types de stress

3.2.1. « Stress prolongé »

Lors d’un « stress prolongé », la bactérie est incubée dans un milieu et des conditions
hostiles. On peut étudier 1’adaptation progressive de la bactérie dans la durée. La
concentration bactérienne est mesurée en fonction du temps. Il est ainsi possible de construire
des courbes de croissance (Mellefont et al., 2003), mettant en évidence le temps de latence et

donnant une quantité totale de biomasse formée, pour évaluer I’impact du stress.

3.2.2. Stress de type choc
Lors d’un choc, le stress intense et non létal est de courte durée. Il s’agit-1a d’observer
la survie de la population bactérienne, aprés que la contrainte soit supprimée. Le
dénombrement du nombre de cellules survivantes par rapport au nombre initial de cellules
permet d’évaluer I’impact du stress.
Plusieurs facteurs peuvent influer sur le taux de survie d’une population bactérienne

apres un choc : outre la souche elle-méme, donc son espece et genre, 1’état physiologique est
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trés important (Kim et al., 1999). Lors d’un stress sur des cellules en phase exponentielle, des
différences peuvent apparaitre entre les cellules d’'une méme population. L hypotheése est que
les cellules d’'une méme culture ne sont pas toutes forcément dans un méme état
physiologique. Chacune posseéde un contenu protéique donné, et donc un niveau de résistance
au stress 1étal différent (Kim et al., 2002). Par exemple, pour 1’espece Lactococcus lactis, un
stress intense a amené la culture a une mortalité¢ de 99,99% (Kim et al., 2002). Les cellules
survivantes ¢taient toutes capables de croitre en absence de stress, mais un stress effectué
ultérieurement a montré que toutes les souches survivantes n’étaient pas capables de survivre
a un nouveau stress. C’est donc la preuve que les cellules survivant a un premier stress ne
possédent donc pas toutes le méme équipement de résistance. En plus de la diversité
génétique au sein d’une population, 1’hétérogénéité de 1’état physiologique peut amener
globalement la population a résister. Les cellules survivant a un stress présenteront a nouveau

apres culture des profils différents.

3.3.Vin et contraintes environnementales pour les bactéries

Le vin est un milieu trés difficile pour la croissance des microorganismes, alors que le
molit de raisin est initialement riche, et propice a la croissance de nombreuses especes
microbiennes. Les conditions changent a mesure que la vinification avance et nécessitent une
adaptation. Les bactéries et les levures dont les génomes sont dotés des éléments de régulation

de transcription adéquats subissent ces adaptations tant que les parametres le leur permettent.

- Acidité
Le pH dont la valeur varie de 3,0 a 4,0 au maximum, mais peut étre inférieure a 3,0
dans certains vins de champagne, provoque une baisse de 1’acidité intracellulaire des
bactéries. Les acides diffusent plus ou moins dissociés a travers la membrane. Le pH interne

trop acide cause des dommages sur les protéines (réductions des activités enzymatiques (Brul
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et Coote, 1999)) ou encore sur I’ADN (dépurination et dépyrimidination) (van de Guchte et
al., 2002). L’acidité affecte également la perméabilité sélective membranaire car les protéines
ne sont plus dans les conditions optimales d’activité. Les inhibitions s’exercent sur toutes les
fonctions enzymatiques de la membrane.

Les bactéries lactiques, c’est le cas en particulier pour O. oeni, modifient la
composition de la membrane plasmique en réponse a un stress acide, par exemple de la
composition en acides gras et en protéines. Cette modification de membrane est importante
dans la résistance au stress chez E. coli (Chang et Cronan, 1999). Le maintien du pH
intracellulaire utilise des protéines de transport de protons, et notamment la H+-ATPase.
L’expression des genes reliés a cette protéine sont fortement surexprimés chez O. oeni, en
condition de stress acide (Fortier et al., 2003). De méme, des mutants, présentant un défaut
d’activit¢ H-ATPase ont une croissance ralentie en conditions acides (Tourdot-Maréchal et
al., 1999). D’autres protéines de transport de cations peuvent étre impliquées dans la
résistance a I’acidité. La K'-ATPase, transporte en antiport un ion K avec un ion H'. Ce
transport provoque un gradient de pH qui participe au maintien du pH intracellulaire (Dashper
et Reynolds, 1992). La production de composés basiques est également utilisée par les
microorganismes. Ainsi, dans les voies de I’arginine déiminase, la synthése d’ions NH4"
alcalinise le milieu. Ce comportement a notamment été observé chez S. salivarius (Chen et
al., 2000). Le métabolisme de 1’arginine, en présence de fructose, est également impliqué dans
la résistance au stress chez O. oeni (Bourdineaud, 2006).

Enfin, la réaction de la FML est directement impliquée dans la tolérance au stress
acide, dans le vin. Le L-lactate produit par la FML peut étre excrété par un antiport
lactate/malate (Poolman et al., 1991), ou un uniport électrogénique (O. oeni, Lb plantarum) et
permet la synthése d’ATP. Cet ATP formé est directement reli¢ a la tolérance de la bactérie

O. oeni au stress acide durant la FML (Tourdot-Maréchal et al., 1999).
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- Ethanol

L’éthanol du vin est une importante source de stress pour les bactéries. Les
concentrations, supérieures a 10%, et pouvant aller jusqu’a 15%, inhibent la croissance de
nombreuses especes bactériennes. O. oeni y est relativement tolérante, et une concentration de
6% d’éthanol est méme bénéfique a sa croissance (Guerzoni et al., 1995). L’éthanol
s’incorpore a la membrane plasmique, augmente la polarité, et favorise I’intégration de
molécules amphiphiles, qui entraine une altération de la fluidité membranaire (Ingram et
Buttke, 1984). 1l s’ensuit dans les cas extrémes une perte du contenu cytoplasmique (Graca da
Silveira et al., 2002).

Dans la résistance de la cellule a une concentration élevée en éthanol, plusieurs
mécanismes sont mis en jeu, impliquant la modification de la composition de la membrane
plasmique, notamment, la production de protéines chaperonnes, comme Lol8, qui
interagissent avec les phospholipides, et augmentent la rigidité de la membrane (Coucheney et
al., 2005). La bicouche lipidique est également ajustée en augmentant le ratio
protéines/lipides (Garbay et Lonvaud-Funel, 1996; Da Silveira et al., 2003), ou en modifiant
la nature et la structure de certains acides gras membranaires (Teixeira et al., 2002;

Grandvalet et al., 2008)

- Le dioxyde de soufre
Lors de la vinification, une pratique consiste au sulfitage du mott. Le dioxyde de
soufre (SO;) est utilisé principalement comme antioxydant, mais 1’activité bactéricide est
également recherchée au début de la vinification pour limiter la compétition des bactéries
avec les levures. Le SO, diffuse a travers la membrane et engendre, sous l’effet du pH
intracellulaire une accumulation du SO;*, qui interagit avec les acides nucléiques, les

protéines et certains cofacteurs, conduisant a une mortalité cellulaire (Romano et al., 1993).
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Cette molécule inhibe également fortement I’activité de la H" ATPase membranaire (Carreté
et al., 2002).

Le SO, se retrouve sous deux formes chimiques différentes dans le vin, avec des
propriétés différentes. Il se retrouve sous forme libre, ou combiné a des composé€s carbonylés,
et ces différentes formes n’ont pas le méme impact sur la croissance des bactéries. La forme
libre est la plus toxique puisqu’elle devient létale pour O. oeni a partir d’une concentration de
15mg/l (Guzzo et al., 1998), alors que la forme combinée est moins toxique puisqu’aux
mémes concentrations, et jusqu’a 50mg/l, la croissance des bactéries est seulement ralentie,

voire inhibée (Wibowo et al., 1985).

- Les carences nutritionnelles

Le stress de carence nutritionnelle est un des stress les plus communément rencontrés
chez les microorganismes. Les nutriments manquants peuvent étre les sucres, les phosphates
(diminution des réserves énergétiques et problémes dans la synthése d’acides nucléiques), ou
les composés azotés (limite la synthése protéique). La plupart des bactéries lactiques
survivent a ce genre de stress en maintenant a leur minimum leurs fonctions métaboliques.
Par exemple, les lactocoques ont la capacité de maintenir leur activité glycolytique dans le cas
d’une carence en hydrates de carbones, qui entraine une meilleure survie (Poolman et al.,
1987; Kunji et al., 1993). D’autres études ont mis en évidence la survie de Lactococcus lactis
(Stuart et al., 1999), O. oeni (Tonon et Lonvaud-Funel, 2000), et Lactobacillus sakei
(Champomier Verges et al., 1999) a ces types de stress.

Dans le vin, durant la fermentation alcoolique, les sucres sont consommés en majorité
par les levures. Toutefois, le besoin des bactéries est largement couvert par les sucres
résiduels, de quelques centaines de mg/l & quelques g/l lorsqu’on inclut les hexoses, pentoses
et autres molécules glycosylées. Les bactéries lactiques ne rencontrent véritablement de

30






carence que vis-a-vis d’acides aminés indispensables dont la concentration diminue fortement
pendant la FA. Mais ils sont restitués en quantité et variété suffisante pendant 1’autolyse des

levures.

- Composés inhibiteurs

Certains constituants des vins sont toxiques et empéchent ou ralentissent la croissance
des bactéries. Des acides gras (C8, C10, C12) sont produits par les levures durant la
fermentation alcoolique et ont des effets antimicrobiens (Edwards et al., 1990; Lonvaud-Funel
et al., 1988). Ils s’intégrent dans la membrane plasmique en raison de leur caractére
hydrophobe, désorganisant la structure de la membrane, et altérent la perméabilité sélective
(Stevens et Hofmeyr, 1993). Des protéines peuvent aussi avoir des propriétés
antimicrobiennes. Ainsi, des levures produisent des peptides dont les capacités s’apparentent
au lysozyme (Dick et al., 1992). Les composé€s phénoliques, largement présents dans le vin et
issus des raisins, ont un impact sur la croissance des bactéries lactiques. Cependant de
nombreuses études ont montré que cette famille de molécules pouvaient avoir des influences
diverses. En effet certains composés comme I’acide gallique, améliorent la croissance d’O.
oeni (Vivas et al., 1995; Reguant et al., 2000), comme la catéchine (Reguant et al., 2000;
Alberto et al., 2011). Certains composés au contraire inhibent les bactéries, comme les
pyrocyanidines, 1’acide vanillique et les tannins (Figueiredo et al., 2008; Vivas et al., 1995,
2000). Les flavonols et les stilbénes semblent également inhiber la croissance des bactéries
lactiques du vin (Garcia-Ruiz et al., 2011). Le mode d’action de ces composés reste encore
mal connu, et les mécanismes de résistance ou d’adaptation restent a identifier plus

précisément.
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3.4.Réponse au stress de la bactérie Oenococcus oeni

Parmi les méthodes d’étude de la réponse au stress chez les bactéries, plusieurs
approches sont possibles. L’étude de I’expression des geénes, est I'une d’elles. Elle peut étre
réalisée selon deux approches différentes. D’une part, il est possible de choisir des genes
susceptibles d’étre impliqués dans la réponse au stress et de mesurer leur niveau d’expression
lorsque la cellule est soumise a différents types de stress, a différents temps. L’autre méthode
fait appel a la confection d’une « puce d’expression », ou sera analysée 1’expression de tous
les geénes d’un génome ou d’un pangénome. Cette dernicre est plus lourde a mettre en ceuvre,
mais elle fournit de nombreuses informations, et favorise la découverte de nouveaux genes
candidats pour la réponse au stress.

Plusieurs études sur la transcription de geénes chez O. oeni ont déja été réalisées, mais
seulement dans la vérification de 1’expression de genes cibles. La transcriptomique globale de
certaines especes de bactéries lactiques comme L. casei (Broadbent et al., 2010) ou
Lactobacillus reuteri (Huifner et al., 2008) a déja été effectuée, mais il n’y a pas encore eu de
puces d’expression réalisées chez O. oeni. La plupart des articles décrivent I’expression de
genes précis, déja connus pour étre impliqués dans la résistance aux stress chez les bactéries.
Ainsi il a été montré que certains génes étaient fortement surexprimés en condition de stress,
comme les genes fisH (Bourdineaud et al., 2003), #7x4 (Jobin et al., 1999) et clpP (Beltramo
et al., 2006). Un régulateur de transcription, ctsR, a également été découvert, ayant un role
important dans la réponse globale au stress, puisqu’impliqué dans la régulation de
nombreuses chaperonnes, comme le systeme groESL, ou des protéines de heat shock
(Grandvalet et al., 2005). L’évolution du métabolisme du citrate a été¢ également étudiée, avec
une sur-expression de 1I’opéron en présence d’un stress a 1’éthanol (Olguin et al., 2009).

Une étude a tenté de réunir de nombreux genes de métabolisme, ou de génes impliqués
dans la réponse au stress, et a étudié¢ I’expression de ces génes chez 0. oeni. Il en a résulté que

la quasi-totalité de ces genes, étaient surexprimeés, a plus ou moins fort taux (Beltramo et al.,

32






2006). Une approche intéressante a montré pour ces mémes genes une différence d’expression
chez les quatre souches utilisées, toutes ayant des comportements métaboliques différents.
Cette étude est la premicre a mettre en évidence une variabilité de transcription en réponse au
stress, chez ’espéce O. oeni (Olguin et al., 2010). Ces approches, bien qu’intéressantes,
présentent quand méme une limite. La majorité des génes étudiés sont déja connus pour étre
impliqués dans la réponse au stress chez d’autres bactéries, et leur role est relativement bien
connu. Il est d’ailleurs tout a fait normal que ces geénes jouent un role important dans la
résistance chez O. oeni, mais ils ne permettent pour I’instant pas d’avoir une vision plus large

des mécanismes moléculaires, et des genes de résistance spécifiques a cette espece.
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MATERIEL ET METHODES
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1. Techniques de microbiologie

1.1.Etablissement de la collection d’Oenococcus oeni

Les souches utilisées lors de cette these sont issues de plusieurs collections de par le
monde. La collection de 510 souches a été montée de fagon a essayer de couvrir le plus
possible la diversité de 1’espece O. oeni. Elle comporte toutefois en majorité des souches
francaises (313) avec 87 souches issues de Champagne, 55 souches isolées en Bourgogne, et
41 provenant d’Aquitaine. Les souches des autres pays proviennent du Chili (46 souches),
Afrique du Sud (33 souches), Italie (30 souches), Allemagne (27 souches), ainsi que des
souches issues d’Espagne, des USA, d’Argentine, du Brésil, de Suisse, d’Australie, de
Grece, d’Autriche et du Portugal, avec des échantillonnages plus faibles (64 souches au total
pour les 9 pays). Ces souches ont été isolées a partir de vin rouge (150 souches), vin blanc
(43 souches), champagne, ou de vins fortifiés. Des souches issues de cidres (32 souches) et
de fruits a noyaux (12 souches) ont également été incluses. Elles ont été isolées entre les
années 1967 et 2008. L’ensemble de la collection a été typé par analyse en champ pulsé. A
partir de ces résultats, une deuxieme sélection de 282 souches a été effectuée, pour avoir la
collection génétiquement la plus diverse, tout en diminuant le nombre pour la suite de I’étude

par MLST. La liste compléte des souches et leur origine est présentée dans l'index.

1.2.Culture des bactéries

Les bactéries ont été cultivées dans plusieurs milieux, selon les expériences effectuées.
Généralement, le milieu de Man, Rogosa et Sharpe (Man et al., 1960), nommé MRS, a été
utilisé lors des précultures, pour obtenir du matériel biologique en quantité importante.

La composition du milieu est la suivante : Peptone 10 g/l, Extrait de viande 5 g/I, Extrait
de levure 5 g/l, D(+)-Glucose 20 g/l, Phosphate de dipotassium 2 g/, Citrate de diammonium

2 g/l, Acétate de sodium 5 g/I, Sulfate de magnésium 0,1 g/I, Sulfate de manganese 0,05 g/l.
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Le pH du milieu a été ajusté a 4,8 pour I’ensemble des précultures. Puis, le milieu a été

stérilisé par autoclavage a 121°C pendant 15mn.

Dans certaines expérimentations, les bactéries ont été cultivées dans un milieu a base de
jus de raisin. Il est composé de Jus de raisin a 250ml, 5g/l d’extrait de levure et Iml de
tween80 pour llitre de milieu. Il a été utilisé en complément du milieu MRS car parfois

mieux adapté a la croissance de certaines souches.

L’étude de la dégradation des sucres a été effectuée dans un milieu minimum,
supplémenté avec les différents sucres: glucose, fructose, ribose, arabinose, galactose,
mannose, maltose, saccharose, xylose.

Composition du milieu minimum : Casamino acids 10g/l, Acétate de sodium 3,4g/l,
Phosphate de potassium 1g/1, Sulfate de Magnésium 100mg/1, Sulfate de manganése 100mg/1,
Bactotryptone 5g/1, Acide D-L malique 3g/l, Yeast nitrogen base 6,7g/l, Adénine, thymine,
guanine, uracile Smg/l, Sucre testé 5g/1

Le milieu témoin a été réalisé en remplagant la solution de sucre a 5g/l par de I’eau

stérile.

Pour les cultures sur milieu solide, les milieux ont été additionnés de 25g/1 d’agar.

La culture effectuée dans du vin pour I’expérience de transcriptomique, ’a été faite
dans un vin décoloré. Pour cela, 100ml de vin ont été mis en présence de 10g de charbon
actif. Apres quelques minutes, la solution a été filtrée sur des membranes 0.45pm pour
¢liminer le charbon. Puis, le vin décoloré obtenu a été filtré sur membrane 0.2pm pour

stérilisation.
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Les souches ont été stockées a une température de -80°C. Les cultures ont été
récupérées en phase exponentielle de croissance, et mélangées a un tiers de volume de
glycérol, pour empécher la rupture des membranes cellulaires. La sortie des souches a été

faite trés simplement en inoculant avec un peu de culture gelée un milieu de culture.

1.3.Détermination de la concentration cellulaire d’une culture

Plusieurs techniques ont ¢été utilisées durant ces travaux pour déterminer la
concentration en bactéries d’une culture, ou d’un vin. Les principes sont trés différents. Elles
ne nécessitent pas les mémes délais et renseignements, avec plus ou moins de précision sur

I’état des bactéries.

- Mesure de Densité optique

Le nombre de cellules par millilitre de culture peut étre estimé par mesure du trouble
des suspensions a 600nm. L’absorbance mesurée pour une culture est proportionnelle a la
concentration cellulaire. Le calcul de la population est fait par un étalonnage avec une
suspension dont la concentration est déja connue. Cette technique est peu onéreuse, tres
rapide a mettre en place, mais peu précise et ne permet de quantifier des cultures qu’a partir
de 10° ¢/ml. Mais la technique ne permet pas de différencier les cellules vivantes des cellules
mortes, qui absorbent de la méme fagon. C’est sur ce principe qu’a été faite la mesure de

croissance de toutes les souches avec le robot de la plateforme phénotypage a haut débit

- Dénombrement par culture sur gélose nutritive
Le dénombrement de colonies sur milieu gélosé nutritif compte le nombre de bactéries
viables et s’exprime en UFC/ml. Cette technique ne permet pas de compter les
microorganismes non cultivables, notamment ceux en état viable mais non cultivable (VNC).

La méthode consiste a étaler sur un milieu nutritif gélosé (a base de MRS ou de jus de raisin
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supplémenté de 25g/1 d’agar) un volume de culture ou de ses dilutions, la plupart du temps
100ul. I’étalement se fait a 1’aide de billes de verre. Pour O. oeni, aprés une incubation en
condition anaérobie, a 25°C, le nombre de colonies sur boite est compté apres 6 jours. Cette
technique est beaucoup plus précise que la densité optique, et permet de quantifier des
concentrations trés basses, de 1’ordre de 10> UFC/ml. Mais elle ne peut donner de résultats

immédiats.

- Dénombrement par épifluorescence

La détermination par microscopie a épifluorescence compte le nombre de cellules
vivantes, les cellules viables étant marquées et fluorescentes. Le kit utilisé a été¢ développé par
la société Chemunex. Un volume donné de culture, plus ou moins dilué, est filtré au travers
d’une membrane (Chemfilter CB04), qui est mise a incuber en présence de Syl de substrat
(acétate de fluorescéine) et S00ul de tampon (Chemsol B16). La membrane imbibée de cette
solution est incubée pendant trente minutes a 30°C, puis placée entre lame et lamelle, avec
ajout d’une goutte d’huile et observée au microscope a épifluorescence.

Le substrat non fluorescent pénétre dans la bactérie ou il est hydrolysé par une estérase
qui libere la fluorescéine, qui fluoresce a une longueur d’onde de 480nm. Seules les cellules
dont I’état physiologique permet ’activité enzymatique sont visibles. Elles sont comptées afin
de déterminer la concentration en cellules viables de la culture de départ. A partir du chiffre
obtenu par champs du microscope, le facteur multiplicateur est de 15625, qui correspond au
nombre de champs couverts sur la membrane, et le facteur de dilution initialement effectué.
Pour un dénombrement optimal, il est suggéré de compter entre 10 et 100 colonies par champ,
ce qui correspond a une concentration cellulaire, aprés dilution de 10>-10° cellules viables par
ml. Cette technique a ’avantage d’étre précise, et rapide a mettre en ceuvre. Elle a une

sensibilité d’environ 10° ¢/ml
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- Dénombrement par bioluminescence

La technique de bioluminescence consiste a doser de la quantité d’ATP dans le milieu
apres lyse des cellules. Elle est directement corrélée a la population viable. Cette technique
part du principe que la quantité d’ATP est identique dans chaque cellule d’une espece, dans
un méme état physiologique. Le kit BacTiter-Glo de Promega a été utilisé. La culture
cellulaire (diluée au dixieéme) a été mise en présence de substrat luciférine et de la luciférase
pendant 5 minutes, avec un volume égal de culture cellulaire et de substrat (100ul), dans une
plaque 96 puits opaque blanche, pour mieux réfléchir la lumiére. Le tampon a pour effet de
lyser les cellules et donc de libérer ’ATP intracellulaire. L’ATP libéré sert de substrat la
réaction de la luciférase :

Luciférase

Luciférine + ATP + 0, ——» oxyluciférine + AMP + PPi + CO2 + lumiere

La réaction libére de la lumiere quantifiée par le photométre d’un lecteur de
microplaque. Elle est exprimée en unités relatives de luminescence, ou RLU, corrélée a la
concentration bactérienne. Une courbe étalon a été réalisée en parallele, avec une souche dont
la concentration était connue, par épifluorescence, et une gamme a été réalisée, sur plusieurs
concentrations, afin de confirmer la linéarité de la technique. Cette technique offre 1’avantage
d’étre moins onéreuse que 1’épifluorescence, et plus précise et fiable que la mesure de densité

optique. Elle permet de quantifier de fagon fiable des cultures de 10°c/ml.

- Mesure de la croissance sur une installation a haut débit
Les 282 souches de la collection ont été¢ mises en culture dans un milieu MRS dans
lequel la concentration en éthanol et le pH ont ét¢ modifiés. Trois valeurs de pH ont été
choisies : pH 4,8, pH 4, et pH 3,4. Trois valeurs de concentrations en ¢thanol ont été choisies :
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Figure 4: Robots pipeteurs utilisés lors de I’étude phénotypique. Le robot a servi la
distribution et au pipetage a haut débit des milieux, cultures, et mélanges réactionnels des
tests enzymatiques



0%, 6% et 12% éthanol. La combinaison de ces parametres permet d’obtenir neuf conditions
différentes. Dans tous les milieux, de la pimaricine a été ajoutée, a une concentration de
0,5mg/ml, pour s’affranchir des problémes de contamination fongique. Les 282 souches ont
été ensemencées a une concentration de 10° cellules par ml. Pour cela, les précultures ont été
ajustées 4 107 cellules, comptées par bioluminescence. L’ensemencement a été réalisé dans
des plaques 96 puits, de volume final 100ul, donc 10ul de culture dans 90ul de milieu, a
I’aide d’un robot pipeteur Hamilton (figure 4). Le suivi de croissance a été réalisé en mesurant
I’absorbance des cultures a 600nm, tous les deux jours. Pour chaque culture et condition de
croissance, a partir de la courbe de croissance obtenue, une estimation de la valeur de
biomasse totale formée a été calculée (calcul de I’aire sous la courbe), a I’aide de la méthode
des trapezes. Les souches ont pu étre comparées d’une part par les valeurs de biomasse totale,

et par le calcul du rapport a la condition témoin (pH 4,8 et 0% éthanol).

1.4. Etude de la fermentation des sucres

La capacité des souches de la collection a utiliser différents sucres a été étudiée dans le
milieu minimum additionné de chacun d’eux. Le produit final de la voie métabolique
commune a toutes les bactéries est 1’acide lactique. Pour O. oeni, il s’agit de 1’acide D-
lactique. Les cultures ou la fermentation avait lieu ont été repérées par la mesure de 1’acide D-
lactique formé apres 15 jours d’incubation a 25°. La collection de 282 souches a été inoculée
4 10° UFC/ml dans le milieu minimum, supplémenté de 5g/1 des différents sucres. 10 milieux
ont été testés : neuf contenaient un sucre, le glucose, le fructose, I’arabinose, le galactose, le
mannose, le maltose, le saccharose, le ribose et le xylose. Le dernier n’a regu que de I’eau
stérile, pour servir de témoin.

Apres culture, I’acide D-lactique est dosé par voie enzymatique. La mesure est réalisée
en colorimétrie a 570nm par le couplage de réaction d’un sel de tétrazolium. La D-lactate

déshydrogénase oxyde le D-lactate en pyruvate, en réduisant une molécule de NAD+ en
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NADH. Le NADH ainsi formé réagit avec la phénazine éthosulfate (PES) et le sel de
tétrazolium (MTT) pour donner du formazan, le composé coloré violet qui absorbe a 570nm.
L’absorbance est proportionnelle a la quantité de D-lactate dans le milieu. La réaction a été
réalisée dans un volume de 100ul. 10ul de culture centrifugée ont été pipetés dans 90ul d’une
solution contenant un tampon tricine (tricine KOH a 0,1M et pH 8), du NAD+ a 3mM, du
triton a 0,5%, du MTT a ImM, et du PES a 0,2mM, le tout supplémenté d’eau stérile. Le
signal est stabilisé aprés un délai de 5 mn. Puis, I’enzyme D-lactate déshydrogénase a été
ajoutée, a la concentration de 0,1 unité/ml. L’absorbance est suivie en temps réel pendant
trente minutes. A partir de la courbe, la vitesse initiale de formation de formazan a été

calculée, elle est proportionnelle a la quantité d’acide D-lactique dans le milieu.

1.5.Dosages enzymatiques des produits de la fermentation

La voie hétérofermentaire est utilisée par O. oeni pour la dégradation des carbohydrates.
En plus du D-lactate, la dégradation d’une molécule de sucre s’accompagne de la formation
d’éthanol, d’acide acétique, et de CO,. Dans les milieux qui contiennent de I’acide L-malique,
il se forme aussi de 1’acide L-lactique. Les kits enzymatiques utilisés (R-biopharm) ont été
utilisés pour doser les sucres (glucose, fructose), les acides D et L-lactique, 1’acide L-malique,
1‘acide acétique et 1’éthanol.

Pour les acides D et L-lactiques, 10ul de culture ont ét€¢ mis en présence de tampon
glycylglycine (100ul), de NAD+ (20pul), de glutamate-pyruvate-transaminase ou GPT (20pl),
et de D-Lactate déshydrogénase (D-LDH) ou de L-LDH pendant une demi-heure. Les D-
LDH et L-LDH oxydent les acides D et L-lactiques en pyruvate, en réduisant le NAD+ en
NADH. Pour déplacer la réaction, ’enzyme GPT dégrade le pyruvate formé.

Le dosage de I’acide L-malique fonctionne sur le méme principe, mais les enzymes sont

la malate déshydrogénase et I’enzyme GOT (pour la réaction de déplacement)
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Pour les sucres, le dosage du fructose et du glucose ont été réalisés, en une méme
expérience. 10ul de culture ont été mélangés a 100ul de tampon (NADP, triethanolamine), et
20ul d’un cocktail de deux enzymes : I’hexokinase et la glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PDH). Le glucose et le fructose sont phosphorylés en glucose-6-phosphate (G6P) et
fructose-6-phosphate (F6P) par I’hexokinase, puis la G6PDH métabolise le G6P en D-
gluconate-6-phosphate, consommant une molécule de NADP" pour une de NADPH formé.
L’accumulation de NADPH est mesurée par spectrophotométrie, a une longueur d’onde de
340nm. Dans un premier temps, le glucose est dosé, puis 1’ajout de 1’enzyme phosphoglucose

isomérase métabolise le F6P en G6P, permettant le dosage du fructose.

2. Techniques de biologie moléculaire

2.1.Extraction d’ADN génomique

L’extraction d’ADN a partir d’une culture bactérienne a été réalisée a 1’aide du kit
Promega. Il permet d’obtenir rapidement de ’ADN chromosomique de bactérie qui sera
utilisé ultérieurement pour les différentes techniques de biologie moléculaire. L’extraction a
consisté a prélever une culture bactérienne, la centrifuger & 10000g pendant 5 mn pour isoler
les cellules. Le culot a ensuite ¢été incubé pendant une heure a 37°C dans 600ul d’un tampon
EDTA 50mM pHS8 contenant 10mg/ml de lysozyme. Puis, apres centrifugation et élimination
du surnageant, 600ul de Nuclei Lysis Solution ont été ajoutés, pour détruire les parois
cellulaires et nucléiques, et libérer I’ADN dans la solution. Le tube a été ensuite incubé 5 mn
a 80°C pour faire agir le tampon de lyse. Ensuite, 200ul de Protein Precipitation Solution ont
été ajoutés, afin de précipiter les composés autres que I’ADN. Ces composés ont ensuite été
¢liminés par centrifugation pendant 2 mn, et le surnageant récupéré. Il a été transféré dans
600ul d’isopropanol, pour précipiter ’ADN génomique. La solution a été mélangée
doucement, puis centrifugée. Un lavage du culot a été effectué a 1’aide d’éthanol a 70%.
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Apres centrifugation, élimination du surnageant, et séchage du culot, I’ADN a finalement été

repris dans 50ul d’eau ppi supplémenté de solution de RNAse

Le dosage des acides nucléiques a ¢été effectué par mesure d’absorption au
spectrophotometre. L’ADN et I’ARN absorbent a une longueur d’onde de 260nm.
L’absorbance est directement corrélée a la concentration en ADN, 1’estimation se faisant en
multipliant la valeur d’absorbance par 40 pour les ADNs, et par 50 pour les ARNs pour
obtenir les concentrations en acides nucléiques. Afin de vérifier la pureté des acides
nucléiques, des mesures d’absorbances supplémentaires a 280nm et 320nm ont été effectuées
pour estimer la quantité de protéines résiduelles. Le rapport entre 1’absorbance a 260nm et
280nm a été calculé, qui doit étre compris entre 1.8 et 2 pour certifier de la pureté de

I’échantillon.

2.2.Extraction d’ARN et synthése d’ADNc

- Extraction d’ARN

Les extractions d’ARN ont été réalisées dans la glace pendant tout le temps de
I’expérience, afin d’inactiver de facon permanente les RNAse, trés actives. De méme, la
totalit¢ de la manipulation a été réalisée avec des gants en latex, toujours afin d’éviter au
maximum le contact des outils et solutions aux RNAses. Les cones, les tubes Eppendorf et
I’ecau  ont ¢également été¢ stérilisés par autoclavage, [’eau traitée au DEPC
(diéthylpyrocarbonate), pour éliminer les protéines. Toutes ces précautions permettent la
conservation des ARN:Ss, tres fragiles, et d’avoir un meilleur rendement d’extraction.

10ml de culture en phase stationnaire ont été utilisés par extraction. Ce volume a été
centrifugé 15mn a 4°C 5300rpm. Le culot a ensuite été repris dans 1 ml de Tri Reagent
(Sigma), et le volume a été transféré dans un tube adapté au FastPrep avec des billes de verre

(0,2ml de billes de 0,Imm de diamétre), afin de lyser les cellules et libérer les ARNs. La lyse
43






a eu lieu au FastPrep (MPbio), avec trois cycles de 45s, a une vitesse de 6.5 M/s, entrecoupés
de 5 mn de refroidissement dans la glace. Puis, aprés 15mn de centrifugation, 4°C a 14 000
rpm, 500ul de surnageant ont été transférés dans 500ul de chloroforme, pour solubiliser les
membranes, et transférer les protéines dans la partie chloroforme. Apres agitation au vortex
pendant 10s, une autre centrifugation de 15mn a 14 000rpm, a 4°C est effectuée, et la phase
supérieure aqueuse a ¢té transférée dans un volume d’isopropanol, afin de précipiter les
ARNS. La précipitation a été faite sur une nuit enticre. Puis, une centrifugation a 15mn, 4°C a
14 000 rpm a permis de récupérer un culot qui, lavé deux fois a 1’éthanol 75% (dilué a I’eau

DEPC). Finalement le culot est séché est repris dans 20ul d’eau DEPC.

La visualisation de la qualité des ARNSs, et de I’efficacité de rendement est faite sur un
gel d’agarose, a 1,5%, avec du BET. Les produits d’extractions sont dénaturés avant d’étre
déposés sur gel. Pour cela, 2ul d’ARN sont mélangés a 10ul de formamide et 4ul de
formaldéhyde, le mélange est incubé 10mn a 65°C, puis dans de la glace pendant une minute.
Le mélange formé tient lieu de mix de charge. Les ARNs sont ensuite mis a migrer dans une
cuve d’électrophoreése, pendant une heure a 50mV. Puis les ARNs sur gel sont révélés par
exposition aux UV.

La qualité des ARNs, ou leur dégradation est également mesurée en calculant un RIN
(RNA integrity number), a partir d'un profil électrophorétique, sur un bioanalyseur. Le profil
est comparé a des standards et un numéro de RIN est associé, allant de 1 pour des ARNs

fortement dégradés, a 10 pour des ARNs intacts.

- Traitement a la DNAse
Afin de pouvoir faire des reverse transcriptions, il est nécessaire d’éliminer I’ADN
résiduel qui a été extrait en méme temps que I’ARN. Pour cela, le kit turbo DNA free a été
utilisé (Ambion). Les produits d’extractions ont été traités a la DNAse. La totalité du produit
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d’extraction (environ 17ul) a été traitée en une fois. Ce volume a été ajouté a 2ul de tampon
DNAse, et de deux unités de rDNAse (1ul). Le mélange a été incubé apreés vortex a 37°C
pendant une demi-heure. 2ul de DNAse inactivation reagent, préalablement homogénéis¢ a
¢été alors ajouté, et apres une incubation de 2 mn a température ambiante et une centrifugation,
1 mn a 14 000g, le surnageant a été récupéré dans un tube eppendorf. Pour vérifier I’absence
d’ADN dans le produit, une PCR a été réalisée, en amplifiant le géne pgm, avec un témoin
négatif, sans ARN, et un témoin positif, un ADN génomique. Les produits PCR ont été

vérifiés sur gel d’agarose 1%.

- Préparation d’ADNc
Des réverses transcriptions ont été réalisées sur les produits d’extraction d’ARN traités
a la DNAse. Pour cela 1pg d’ARN ont été traités par mélange réactionnel (dosés au
spectrophotometre). Le kit iScript cDNA Synthetize Kit (BioRad) a été utilisé. Dans un
volume final de 20ul, ’ARN a été mélangé a un mix réactionnel (4pul), et I’enzyme reverse
transcriptase (1ul). Le protocole réactionnel est une incubation de Smn a 25°C, puis 30mn a

42°C, et enfin Smn a 85°C. Les produits de RT ont ensuite été stockés a -20°C.

2.3.M¢éthodes d’amplification par PCR

- PCR
La PCR, ou polymerase chain reaction, est une technique mise au point en 1983 par
Kary Mullis (Mullis et al., 1986). Elle est trés utilisée dans ce travail pour isoler des
fragments d’ADN. Elle consiste a amplifier une séquence spécifique d’ADN, encadrée par
deux séquences d’amorces d’environ 20bp, suivant plusieurs cycles. En premier lieu, une
¢tape de dénaturation de ’ADN a 95°C est effectuée afin d’obtenir des fragments simple
brins. Ensuite une étape d’hybridation est effectuée, en baissant la température entre 45 et

60°C, pour permettre I’hybridation des amorces sur la matrice. Enfin une étape d’¢longation,
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généralement a 72°C permet a I’enzyme Taq polymérase de synthétiser I’ADN au niveau de
I’accrochage des amorces. La PCR, suivant plusieurs cycles de température, a 1’aide d’une
Taq polymérase, amplifie le fragment sélectionné. Au départ, I’ADN génomique est utilisé
comme matrice, mais au fur et a mesure des cycles de température, I’ADN produit lors des
cycles précédents sert lui aussi de matrice. La présence de produits d’amplification est
contrdlée par dépot des produits PCR sur un gel d’électrophorese d’agarose. Les appareils de

marque Biorad ont été utilisés durant la these.

- PCR quantitative en temps réel

La technique de PCR quantitative est basée sur le méme principe que la PCR classique,
mais la quantité d’ADN formé a chaque cycle est directement suivie et mesurée. Dans ce
travail, I’ADN formé a été suivi grace au kit IQ SYBR green Supermix (BioRad). Le mix de
PCR contient des molécules de Syber green qui se fixe sur les acides nucléiques et émet une
fois fixé une fluorescence verte. A chaque cycle de PCR, les fragments synthétisés sont
immédiatement marqués, et I’appareil mesure la fluorescence totale de la réaction qui est
ensuite corrélée a la quantité d’ADN formé. La courbe donne 1’évolution de la fluorescence
au cours du temps. Le Ct est calculé : il s’agit du seuil de cycle pour lequel la courbe de
fluorescence se démarque du bruit de fond. C’est le Ct qui sert a comparer les échantillons et
résultats. Cette technique a été utilisée dans deux objectifs. L’un permet mesurer 1’expression
relative de geénes, en mesurant la quantit¢ d’ADNc. Pour cela, I’expression d’un géne de
contrdle dont I’expression ne varie pas en fonction des différentes conditions sert de controle.
L’autre est la quantification de produit PCR formé. Une gamme ¢étalon est construite, en
faisant trois dilutions successives au 1/10eme d’une solution du méme produit PCR de

concentration connue et en mesurant chaque dilution en PCR quantitative.
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- MLST

La technique MLST, pour Multi Locus Sequence Typing, consiste a séquencer des
genes ou des portions de genes, et de comparer les séquences pour la différenciation
génétique des souches. C’est une méthode trés employée pour étudier les populations
bactériennes (Maiden, 2006). Les régions a comparer ont d’abord été isolées par amplification
par PCR. Les conditions utilisées étaient les suivantes : 95°C pendant Smn, puis 30 répétitions
d’un cycle : 95°C pendant 30s, 55°C pendant 30s, 72°C pendant 30s. Le kit enzymatique
utilisé est le DyNAzyme™ [ DNA Polymérase (Finnzymes). Pour un volume réactionnel final
de 50ul, 25ul de mix DNAzyme (contenant des DNTPs, la Taq polymérase, et du tampon),
0,05ul de chaque amorce (a 100pM), 1ul d’ADN (a2 10ng/pl) ont été pipetés. Certaines
régions ont été difficiles a amplifier, et dans ces cas-la, la température d’hybridation a été
abaissée jusqu’a 45°C. Pour I’amplification du geéne purK, certaines séquences trés longues

ont nécessité un temps d’élongation plus important, de I’ordre de la minute.

2.4.Analyse d’ADN par électrophorese sur gel

- Visualisation des séquences nucléiques sur gel

Pour la visualisation des acides nucléiques apres extraction, amplification par PCR ou
des digestions enzymatiques, 1’électrophoreése en gel d’agarose est utilisée. Les gels sont
préparés en dissolvant a chaud dans du tampon TAE (Tris Acétate, EDTA, 0,04M Tris,
0,02M acétate, 0,001M EDTA), de I’agarose a des concentrations variant entre 0,5% p/v et
3% p/v en fonction des produits nucléiques a séparer. Du bromure d’éthidium (BET)
intercalant les ADNs double brins est ajouté a 0,2pg/ul, pour révéler les gels en fluorescence
sous lumiere ultra violette. Puis le gel en surfusion est polymérisé dans une cuve
d’électrophorese. Les ADNs sont déposés dans les puits du gel a 1’aide d’un tampon de charge
(glycérol 50%, TE 50%, bleu de bromophénol 0,25%) et migrent pendant environ une demi-

heure a 90mV. Le courant provoque la migration des acides nucléiques, chargés
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négativement, vers le pole positif de la cuve. Les fragments d’acides nucléiques formés sont
séparés en fonction de leur poids moléculaire. Aprés migration, les acides nucléiques ont été
révélés par exposition a une lumiere ultraviolette (Systeme d’imagerie Infinity-Capt, Fischer
Scientific, Bioblock). La taille des fragments d’acide nucléiques peut étre estimée grace a un
marqueur de poids moléculaire, généralement capable de déterminer des tailles entre 100pb et
1500pb (Promega).
- Electrophoreése en champ pulsé

L’électrophorése en champ pulsé est une méthode permettant de séparer des grands
fragments d’ADN, supérieurs a 50 kb. Elle permet notamment de séparer des fragments
d’ADN génomique bactériens ayant été digérés par une enzyme de restriction. Cette
technique a été utilisée pour différencier les souches de la collection de souches.

100 ml de gel d’agarose 1% sont préparés avec du TAE, en utilisant un agarose spécial,
qualité champ pulsé (BioRad). L’insert, aprés ringage dans du TE est introduit dans un puits
du gel et scellé avec de I’agarose en surfusion. La migration a lieu dans une cuve CHEF DR
I (Clamped Homogeneous Electric Fields BioRad). La migration s’est déroulée pendant 22
heures, a un voltage de 6V, un angle de réorientation de 120°C, un temps de pulse de 1 a 25s,
a la température de 15°C. Lors de cette migration, le marqueur de poids moléculaire utilisé est
le MidRange II PFG (New England Biolabs). Il est formé a partir de la digestion de ’ADN du
phage A par ’enzyme de restriction Xbal. Le gel a été coloré pendant 20mn en I’immergeant
dans un bain de 100ml de TAE contenant 6ul de BET, puis révélé par exposition aux
ultraviolets. La taille des bandes est mesurée, et les différents profils comparés grace au

logiciel Bionumerics.
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2.5.Hybridation ADN/ADN sur membrane

- Fabrication des sondes

La technique d’hybridation sur membrane consiste a déposer des ADNs sur une
membrane en cellulose, qui est incubée en condition d’hybridation avec une sonde. La sonde
est un gene ou un fragment d’ADN marqué dont on recherche la présence sur un génome ou
une séquence d’ADN. C’est une technique moins couteuse et plus rapide que la PCR.

Les sondes ont été préparées a partir des produits PCR des marqueurs voulus. La taille
des sondes est globalement équivalente a un produit PCR classique (environ 500pb). Les
produits PCR sont purifiés en ajoutant deux volumes d’éthanol absolu froid et 0,1 volume
d’acétate de sodium 3M pH 5,2, pour un volume de produit PCR. Ensuite, ils sont précipités
et centrifugés pendant 15mn a 10 000g. Apres rétention du surnageant et un lavage a 1’éthanol
froid 70%, les culots ont été repris dans 50ul d’eau ppi.

Les fragments de PCR ont ensuite ét¢ marqués a la digoxygénine. Ce marquage a ¢té
effectué selon le principe du marquage au hasard, par hybridation aléatoire d’oligonucléotides
marqués a la digoxygénine, sur I’ADN dénaturé. La synthése du brin d’ADN complémentaire
est faite par I’enzyme de Klenow qui utilise la terminaison 3°’OH des oligonucléotides comme
amorce, et integre des déoxyribonucléotides contenant des DIG-11-dUTP. Les DIG sont
incorporés tous les 20-25 nucléotides environ dans le brin d’ADN synthétisé.

Pour chaque sonde, une quantité de 1ug de produit PCR a été¢ employé, et dilué avec de
I’eau milliQ jusqu’a atteindre un volume final de 15ul. L’ADN a ensuite été dénaturé par
chauffage 10mn a 95°C, puis plongé immédiatement dans de la glace pour é&viter la
renaturation. Ensuite 2l d’hexanucléotides, 2ul de ANTP, et 1ul d’enzyme de Klenow ont été
ajoutés. Apres agitation au vortex et centrifugation, le mélange réactionnel est incubé 24h a

37°C. La réaction est ensuite stoppée par addition de 2ul d’EDTA 0.2M pHS.
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Figure 5 : Membrane en cellulose de I’hybridation du marqueur « glycerol uptake facilitator
protein » chez les ADNs génomiques de 282 souches d’O. oeni. Chaque ADN a été spotté sur
la membrane. Les points noirs correspondent a une hybridation de la sonde du marqueur sur
I’ADN génomique.



- Hybridation des sondes

La présence de marqueurs spécifiques dans la collection de 282 souches a été réalisée
par cette méthode. Pour cela les ADNs extraits de chaque souche de la collection ont été
déposés sur une membrane en cellulose (1ul d’une solution a 10ng/ul). La membrane est
traitée a la soude par capillarité pour fixer I’ADN : sur un film de cellophane ou 4ml de soude
0,4M sont étalés, la membrane est déposée pendant 10mn. Apres lavage au 5 SSC (Saline
sodium citrate), les membranes sont placées dans des tubes a hybridation, puis incubées dans
du tampon de préhybridation (25ml de 10 SSC, 0,01% de laurylsarcosine, 1% de réactif
bloquant, 0,02% SDS) pendant une heure a 60°C. Puis la sonde dénaturée (10mn a 95°C) est
ajoutée au méme tampon, et la membrane et la sonde sont incubées pendant 16h a 60°C. Les
membranes ont ensuite été lavées deux fois a 60°C dans du 2 SSC, 0,1% SDS, puis deux fois
dans du 0,01 SSC, 0,1% SDS, puis dans du tampon de lavage (300ml de tampon maléique,
0,3% de tween20, pendant 1 mn, et enfin dans le tampon de blocage (200ml tampon
maléique, 2g réactif bloquant) pendant 30mn. Ensuite, des anticorps anti Digoxygénine ont
¢été dilués au 10 000eme dans du tampon de blocage, puis ajoutés sur la membrane pendant
30mn, afin d’hybrider les anticorps aux sondes. Les anticorps couplés a une phosphatase
alcaline, qui en présence d’un substrat chémiluminescent (CDP Star) dégage des photons, sont
révélés par autoradiographie. Les spots noircis sont ceux qui ont hybridé avec la sonde (figure

3).

2.6.Restriction génomique par I’analyse REA-PFGE

- Préparation des cellules
La culture bactérienne est centrifugée 5Smn a 10 000g. Le culot est lavé deux fois dans
du TE, avant d’étre repris dans 50ul de TI00E (Tris 10mM, EDTA 100mM ph 7,5), puis

mélangé avec 50ul de TI00E contenant 1% p/v d’agarose a bas point de fusion (BioRad)
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dissous. Le mélange ainsi formé est coulé dans des moules prévus a cet effet. L’agarose

solidifie pendant 15mn a 4°C, puis les inserts ainsi formés sont démoulés.

- Préparation de PADN
Les bactéries emprisonnées dans le gel sont lysées afin de libérer I’ADN. Pour cela les
inserts sont incubés dans 1 ml de TIO0E contenant 10mg de lysozyme (Roche) pendant 2h, a
37°C, puis dans 1 ml de TIOOE avec 2mg/ml de pronase (Roche) et 1,5% p/v de N-
laurylsarcosine (Sigma) pendant 16h a 37°C. Les inserts sont ensuite lavés quatre fois dans

1,5ml de TE pendant 30mn.

- Digestion enzymatique de ’ADN
Apres lavage dans de I’eau milliQ, les inserts sont incubés dans 120ul de mélange de
restriction, contenant 1’enzyme Notl (30 unités par réaction), dont le site de coupure a 6
nucléotides est peu fréquent sur le chromosome. L’incubation a eu lieu pendant 16h a 25°C.
Le nombre de fragments est suffisamment faible pour étre analysé sur un gel, mais suffisant
pour donner des profils polymorphes. La longueur des fragments nécessite de 1’¢lectrophorese
en champ pulsé. Les conditions utilisées sont celles préconisées par le fournisseur (New

England Biolabs).

2.7.Séquencage de I’ADN

Le séquengage de I’ADN, principalement de produits PCRs a été effectué¢ a la
plateforme de séquengage (au centre de génomique fonctionnel de bordeaux) a I’aide d’un
séquenceur 3130 XL Genetic analyser (Applied Biosystem). Selon la méthode de Sanger, les

produits PCR ont été purifiés a 1’acétate de sodium, puis les réactions de séquencage
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effectuées. Dans 1’étude MLST, la séquence a été recherchée dans le sens 5°—3’°, mais

également dans le sens 3’—5’ pour un séquengage optimal et éviter les erreurs de lecture.

2.8. Confection et analyse de la puce transcriptomique

- Choix des génes pour la confection de la « puce » d’expression

Le choix des séquences a fixer sur le réseau a ¢été réalisé en collaboration avec le
Laboratoire Bordelais de Recherches en Informatique (LABRI). Il comprend :

- Les geénes du génome de la souche PSUI1, séquencée en 2005 (Mills et al. 2005), et
accessible sur les banques de données.

- Des genes issus de la comparaison in silico des génomes PSUI/ATCC BAA 1163,
SB1491/I0EB8413, et SB396/I0OEB8413.

- Des genes issus de I’hybridation soustractive entre 5 souches du laboratoire

- Des geénes dont les séquences déposées dans Genebank concernaient des fonctions
métaboliques ou des protéines de stress issus de divers trabaux sur O. oeni ou d’autres

bactéries lactiques.

- Calcul de ’expression des génes sur la puce

Pour chaque gene, et pour chaque souche, trois valeurs principales ont été calculées
pour donner le résultat précis du niveau d’expression.

- La valeur d’expression relative des genes. Elle est obtenue en calculant la différence
des unités de fluorescence entre 1’expression en milieu témoin et I’expression en milieu de
stress. Une valeur de 1 correspond a une variation d’expression d’un facteur 2

- Les valeurs d’intensité de fluorescence ont également ét¢ mesurées , en unités

arbitraires, selon un base logarithmique en base 10.
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- Une p-value a été calculée : elle permet de vérifier de facon statistique le différentiel
d’expression. Seuls les résultats ayant des p-values inférieures a 0.01 ont été considérés

comme des variations d’expression.

3. Analyses bioinformatique

3.1.Analyses de génétique des populations

- Harmonisation des populations
Les analyses de génétique de populations nécessitent d’avoir des populations de taille
égale, quel que soit I’estimateur a calculer. Malheureusement, en biologie, ce critére est
souvent difficile a satisfaire. Pour pallier ce probléme, des logiciels créent artificiellement des
populations plus petites, par calcul analytique a partir de I’échantillon des populations de

départ. Nous avons utilisé le logiciel Rarefaction (disponible sur http://www.uga.edu/strata).

- Diversité et richesse allélique

La richesse allélique est un indice précis et efficace pour estimer la diversité allélique de
populations. Il est obtenu en calculant le nombre moyen d’alléles par locus, pour 1’ensemble
des souches d’une population. La diversité allélique (Hs), aussi appelée la diversité génique
de Nei (Nei et Chesser, 1983), est un indice un peu plus complexe, qui estime également le
degré de diversité d’une population. Il est basé sur la formule Hs = [n/ (n-1)]*(1-Zpi’), n étant
la taille de la population étudiée, et pi la fréquence de chaque all¢le dans la population. Le Hs
est calculé pour chaque locus, puis une moyenne est effectuée pour obtenir la diversité
allélique de la population. Cet indice varie entre 0 et 1 : O pour une diversité nulle, et 1 pour
une diversité maximale. Les deux indices de diversité¢ ont été calculés a ’aide du logiciel

GENETIX (Belkhir et al., 1996).
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- Diversité et richesse génotypique

La mesure de diversité¢ génotypique est un autre estimateur de la diversité d’une
population. Pour I’étude par MLST, le génotype est la combinaison d’all¢les de 1’ensemble
des loci analysés. La richesse génotypique est le nombre moyen de génotypes par population,
pour des populations de taille égale.

Ensuite, I’indice de Simpson est calculé. Il est 1’équivalent de ’indice de diversité
allélique, pour I’étude de génotypes. La formule est identique, mais le pi représente cette fois
ci le pourcentage de chaque génotype dans la population étudiée. Il est sensible a la
proportion de génotypes fréquents dans la population. Cet indice a été calculé grace au

logiciel GENCLONE (Arnaud-Haond et Belkhir, 2007).

- Pourcentage G+C
Le pourcentage G+C (ou %G+C) est souvent utilisé en taxonomie bactérienne,
correspond au pourcentage des bases guanine et cytosine dans une séquence d’ADN et differe
selon les especes. Dans un chromosome, il peut varier grandement dans certaines régions.
Cela permet de repérer des transferts de génes horizontaux, des séquences de genes importés
lorsque leur % G+C est différent de celui du reste du chromosome. 1l est calculé a 1’aide du

logiciel MEGA 4 (Tamura et al., 2007).

- Diversité nucléotidique
La diversité nucléotidique est un concept moléculaire utilisé pour évaluer le degré de
polymorphisme au sein d’une population (Nei et Li, 1979). Elle correspond au nombre moyen
de différences nucléotidiques par site entre paires de séquences prises au hasard dans la méme
espece. Cet indice est également couramment utilisé pour la comparaison de séquences et
estimer la diversité, et le degré de polymorphisme pour un locus, dans une population. Il a été
calculé grace au logiciel DnaSP (Librado et Rozas, 2009).
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- Rapport Dn/Ds

Le rapport Dn/Ds informe sur la pression de sélection exercée sur un gene. Il consiste a
calculer pour un gene le rapport du nombre moyen de mutations non synonymes par site (Dn)
au nombre moyen de mutations synonymes par site (Ds). Si la pression de sélection est grande
sur une séquence, le nombre de mutations silencieuses (ou synonymes) est beaucoup plus
important que le nombre de mutations non synonymes. Le rapport est alors trés inférieur a 1.
A Dinverse pour un géne évoluant vite, un rapport supérieur a 1 dénote un nombre plus
important de mutations non synonymes. Cet indice a été calculé a 1’aide du logiciel DnaSP

(Librado et al., 2009).

- Recombinaison génétique

La recombinaison génétique est un mécanisme important chez les bactéries. C’est un
des facteurs essentiels du maintien et de 1’accroissement de la diversité génétique dans une
population. Il fait apparaitre de nouveaux alleles. Il aboutit & un échange de matériel
génétique entre deux génomes différents, ou bien entre deux séquences homologues. La
recombinaison intervient aussi bien entre souches d’une méme espéce qu’entre différentes
especes.

La recombinaison intragénique : elle se produit a I’intérieur d’un locus, et provoque
I’apparition de nouveaux alleles. L’importance de la recombinaison intragénique dans
I’apparition de nouveaux all¢les est mise en évidence par le logiciel Splitstree (Huson et
Bryant, 2006), qui construit des arbres en split décomposition. A partir des séquences des
alleles d’un locus, un processus évolutif d’apparition des all¢les est proposé. Si I’apparition de
mutations est linéaire, faite de mutations successives dans une séquence, alors la
recombinaison intragénique est inexistante. Au contraire, une structure en réseau ne peut
expliquer la création des nouveaux alleles par les mutations successives. Dans ce cas, la
recombinaison joue un réle important dans I’apparition de ces alléles.
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La recombinaison intergénique : Elle porte sur des grands fragments de séquences, et
correspond a des grands réarrangements chromosomiques. La recombinaison a lieu, non a
I’intérieur des loci, mais dans des séquences non codantes, ou des séquences répétées. La
recombinaison intergénique est mesurée en analysant 1’association des alleles de différents
loci. S’il n’y a pas de recombinaison, les all¢les sont fortement associés entre. Le déséquilibre
de liaison entre les alléles est estimé par le calcul de I’indice d’association standard (£°,),
grace au logiciel START 2 (Jolley et al., 2001). II est calculé a partir du nombre total de loci
(1), de la variance du nombre de loci différents (Vd) et de celle attendue a I’état d’équilibre
(Ve). La formule est I°; = 1/(I-1)(Vd/Ve-1). Cet indice est égal 4 0 s’il y a équilibre de liaison,
donc une population panmictique. Un indice d’association des alleles différent de 0 indique

un déséquilibre de liaison et une tendance clonale.

3.2.Analyses de structures de populations
- Arbre phylogénétique
La phylogénie est un concept tres utilisé, qui permet de classer et comparer les individus
ou des especes en fonction de leur évolution génétique. Elle permet d’estimer 1’évolution des
organismes vivants et d’observer des liens de parenté entre eux. La phylogénie d’une espece
se fait en comparant et analysant la similarité de séquences, nucléotidiques ou protéiques. En
fonction du nombre de mutations, du modele évolutif, ou simplement de la ressemblance des
séquences, un arbre phylogénétique est créé. Plusieurs méthodes existent. La méthode de
parcimonie construit l'arbre qui minimise le nombre de mutations, délétions, ou insertions
ponctuelles pour passer d'une séquence a l'autre. Cette méthode recherche le réseau le plus
¢économique en substitutions. La méthode de vraisemblance, plus probabiliste se base sur la
recherche d’un arbre en fonction d’un modéle évolutif donné. La méthode de distance, ou
UPGMA, consiste a calculer la distance génétique entre des séquences deux a deux. Une

matrice de distance est créée avec 1’ensemble des séquences étudiées. A partir de cette
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matrice, un arbre phylogénétique est construit. La méthode Neighbor Joining (ou méthode
dite du plus proche voisin) est une variante de la méthode de distance, et prend en compte la
divergence moyenne de chaque séquence avec toutes les autres, et non plus deux par deux, et
autorise un taux de mutations variable pour les différentes branches. Les arbres obtenus sont
corrigés grace a un modele donné. Dans I’étude par MLST, le modele choisi a été la
correction de Kimura 2 (Kimura, 1980), qui suppose une fréquence plus importante pour les
transitions que les transversions. Les arbres phylogénétiques ont été construits grace au

logiciel MEGA 4 (Tamura et al., 2007).

- Dendrogramme

Lorsque les données ne sont pas des séquences nucléiques ou protéiques, la création
d’arbres phylogénétiques n’est pas la méthode adaptée pour le classement d’individus.
Notamment pour des données binaires (présence/absence), ou des comparaisons de profils
¢lectrophorétiques, il n’est pas possible d’utiliser ces algorithmes. On construit alors un
dendrogramme, correspondant a un diagramme généralement utilisé pour illustrer
l'arrangement de groupes générés par un regroupement hiérarchique. C’est de cette fagon que
les profils en champ pulsé ont été comparés, de méme qu’ont été étudices la présence/absence
de marqueurs chez les souches de la collection, ou des caractéres phénotypiques, comme la
dégradation ou non de sucres, ou alors la survie en conditions de stress. Les analyses et le
clustering sont basés sur une comparaison deux a deux des profils, et créent une matrice de
distance. Les algorithmes utilisés changent en fonction du type de données traité. Dans le cas
des présences de marqueurs, ou des données REA-PFGE (des données binaires), le coefficient
de Dice a ¢été utilisé. Dans le cas des données de phénoypes, c’est la distance euclidienne qui a
été employée. Elles ont été réalisées a 1’aide du logiciel Bionumerics (Applied Maths,

Kortrijk, Belgique).
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- Minimum spanning tree

Les résultats ont été également analysés par la construction d’un minimum spanning
tree. Cet arbre compare les variations alléliques dans la séquence concaténée des souches, en
calculant le nombre de mutations de différence deux a deux. Il se base sur le nombre
minimum de mutations nécessaires pour le lignage de souches, a partir d’une souche
fondatrice. On en déduit le niveau de la séparation des souches, et leur appartenance a des
complexes clonaux, groupes de souches trés proches phylogénétiquement. Dans cette étude,
les complexes clonaux ont été calculés en comparant les séquences concaténées des 7 génes
séquencés pour I’analyse MLST. Un ensemble de souches appartenant a un méme complexe
clonal différe de trois mutations au maximum a partir de la plus proche séquence. Le

minimum spanning tree a ét¢ calculé grace au logiciel Bionumerics.

- Bootstrap

Le bootstrap est une technique de rééchantillonnage destinée a mesurer une estimation
d’une statistique, sa dispersion, ou des tests d’hypothéese. Ce test contrairement a d’autres, ne
nécessite pas d'information supplémentaire que celle disponible pour 1'échantillon. Cette
technique, a été adaptée en phylogénie par Bradley Efron en 1979 (Efron, 1979), et permet de
connaitre la solidité des branches d’un arbre phylogénétique. Des rééchantillonnages
aléatoires a partir de 1’échantillon de départ sont effectués (a partir de 100 jusqu’a plusieurs
milliers d’itérations). Pour chaque rééchantillonnage, un arbre phylogénétique est construit, et
la fréquence a laquelle un embranchement est retrouvé constitue alors la valeur de bootstrap

pour cet embranchement. Des bootstraps a partir de 70 dénotent de branches robustes.
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3.3.Analyses statistiques

- Analyse de la variance a un facteur

L’analyse de la variance (ou ANOVA) est un test statistique visant a comparer les
égalités de moyennes entre différentes distributions. Les distributions doivent étre normales et
de variance identique. Le test de ’ANOVA est une généralisation du test t de Student, a plus
de deux groupes. Il permet la comparaison de nombreux groupes ou distributions, en tenant
compte de ’ensemble des données. Typiquement, ce test sert a comparer les résultats de
distribution d’un caractére entre une condition témoin et une condition testée, afin de savoir si
cette condition a un effet. Ce test permet uniquement de savoir si des groupes de distribution
ont des moyennes ¢€gales ou non. Il ne permet en aucun cas de savoir quels groupes différent
des autres. Pour cela des tests supplémentaires existent, appelés tests post hoc. L’analyse de la

variance a un et deux facteurs a été réalisée a 1’aide du logiciel Statistica.

- MANOVA
L’analyse de la variance multivariée est une généralisation du test de ’ANOVA, utilisée
lorsque plus d’une variable est analysée. Les variables peuvent étre dépendantes ou
indépendantes. Ce test permet d’une part de comparer différentes populations ou groupes
d’individus en fonction de plus d’une variable, et d’autre part d’observer la relation de
dépendance entre les différentes variables. De plus des tests statistiques annexes basés sur de
I’analyse en composantes principales permettent de discriminer les populations. Ce test a été

effectué grace au logiciel Bionumerics.

- Tests post hoc
Les tests post hoc sont une extension au test de ’ANOVA. L’ANOVA permet de savoir
si plusieurs distributions ont des moyennes statistiquement égales ou non. Si ce n’est pas le

cas, les tests post hoc sont utilisés pour savoir quelle(s) distribution(s) sont statistiquement
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différentes des autres. Plusieurs tests existent, basés sur des algorithmes différents, et utilisés
dans des cas bien particuliers. Trois tests ont été particulierement utilisés (test de Tukey, test
de Bonferroni, test de Neuman-keuls), réalisés a 1’aide du logiciel Statistica :

Le test de Tukey, ou intervalle HSD (Honestly Significant Difference), compare toutes
les paires de moyennes et montre des différences avec un risque alpha. La technique du HSD
permet de spécifier un "family confidence level". C’est un test plutot conservatif, dans le sens
qu’il est plus sévere que d’autres tests dans la différenciation de deux groupes.

Le test de Bonferroni ne tient pas compte de la taille des groupes. Il génere des
intervalles qui permettent de faire un nombre défini de comparaisons linéaires parmi les
moyennes d’un échantillon, tout en controlant le taux d’erreur expérimental & un niveau
défini.

Le test de Neuman Keuls est une procédure de comparaisons multiple pour comparer
toutes les paires de moyennes en contrdlant le risque alpha global, a un niveau défini. Bien
qu'il ne fournisse pas d'estimation de l'intervalle de différence entre chaque paire de
moyennes, ce test indique quelles moyennes sont significativement différentes des autres. Ce
test élimine une partie des calculs effectués par les autres tests et est donc beaucoup plus

rapide a calculer. Il est cependant moins précis que les autres.

- Tests non paramétriques
Parfois, lorsque le jeu de données a étudier ne suit pas de loi normale, il n’est pas
possible d’utiliser les analyses de variance classique. Pour les remplacer, des tests non
paramétriques sont disponibles. Ces tests s’utilisent quand aucun autre test paramétrique n’est
adapté, en cas de trop faible échantillonnage, des variances non égales, ou une distribution
non normale. Ces tests sont moins puissants que les tests paramétriques, mais beaucoup plus

flexibles. Durant cette étude, seul le test de Kruskal Wallis a été utilisé. Ce test est semblable
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au test de ’ANOVA mais il prend en compte tous types de distribution. Ce test a été calculé

grace au logiciel Statistica.
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RESULTATS
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PARTIE 1:

DIVERSITE GENETIQUE DE L’ESPECE OENOCOCCUS OENI

63






1. Diversité génétique de ’espéce Oenococcus oeni

Les études sur la diversité de I’espeéce Oenococcus oeni ont été nombreuses depuis
quelques années, et ont la plupart du temps fait appel aux analyses en champ pulsé, ou bien a
la RAPD. Mais, toutes ces études souffraient d’un échantillonnage trop faible, et le plus
souvent peu représentatif de 1’espéce bactérienne. Chaque étude utilisant des souches, de
populations différentes, il n’est pas possible de rassembler les résultats et se faire une idée
précise de la diversité globale d’O. oeni. Pour pallier a ces problémes, une collection
importante de l’ordre de 510 souches a été créée, provenant de nombreuses origines
géographiques, cépages, et de matrices différentes (cf. index). Une étude poussée de la
diversité génétique a été entreprise, par trois méthodes différentes. Premic¢rement, une
approche REA-PFGE a été entreprise. Parallelement a cela, une étude MLST d’O. oeni a été
réalisée, pour voir 1’évolution et la structure de I’espéce. Enfin, la présence de marqueurs
génétiques potentiellement associés a des performances cenologiques a été recherchée, afin de

tenter de corréler un déterminisme génétique a des caractéristiques phénotypiques.

1.1.Analyse de la collection par typage des souches en REA-PFGE

La collection décrite dans la partie « Matériel et méthodes » (paragraphe 1.1),
rassemblant 510 souches, a été¢ analysée par REA-PFGE (Restriction Enzyme Analysis -
Pulsed Field Gel Electrophoresis) en utilisant I’enzyme de restriction Not¢ 1. Cette enzyme
possede des sites de coupure rares et donne un nombre réduit de fragments. Cette technique,
utilisée en premier lieu, est reconnue depuis longtemps pour la qualité de ses résultats, chez
O. oeni. Au total, 363 profils uniques de REA-PFGE ont été obtenus. Parallelement a ce
polymorphisme important, plusieurs clones ont pu étre identifiés, correspondant & un méme
individu prélevé plusieurs fois par un méme laboratoire, et stocké dans la collection sous des
noms différents. Chacun des 363 profils correspondaient a une combinaison de 1 a 14
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Figure 6: Dendrogramme des profils PFGE des 520 souches de la collection. L’arbre a été
séparé en deux branches, correspondant aux souches des groupes phylogénétiques A et B



fragments. Au total, 29 fragments de restriction de différentes tailles, de 12 a 438 Kb, ont été
mis en évidence dans toute la collection.

Un dendrogramme a été réalisé pour discriminer les souches et observer des groupes et
des associations génétiques (figure 6). Il a été réalisé par la méthode UPGMA a partir des
profils NotlI-PFGE. La premicre observation est que la population se divise en deux grands
groupes, nommés A et B. Cette partition de ’espéce en deux groupes phylogénétiques
distincts a déja été observée dans la littérature, avec d’autres méthodes (De Las Rivas et al.,
2004; Bilhere et al., 2009; Larisika et al., 2008; Zavaleta et al., 1997). De fagon intéressante,
les souches commerciales se retrouvent dans la partie haute du dendrogramme (groupe A).
D’un autre coté, les souches de cidre sont majoritairement retrouvées dans le groupe inférieur

(groupe B).

1.2.Relation entre le profil PFGE et I’origine des souches

Une analyse MANOVA a été réalisée sur les 510 profils REA-PFGE, en comparant la
répartition de ces profils chez 16 populations d’origine géographique différentes. Les souches
isolées en Grece se différencient significativement des autres, avec une distance importante
par rapport a I’origine (figure 7A). Aucune autre population n’a pu étre différenciée des autres
par P'origine géographique. Méme pour les souches de Greéce, des profils statistiquement
différents pourraient s’expliquer par un biais du a une présélection ou seules les souches les
plus divergentes auraient été retenues. Ceci montre que la phylogénie observée grace a
I’analyse des profils de restriction en champ pulsé€ ne peut pas €tre clairement associée a une
origine géographique précise. Toutefois, certaines souches isolées en France et en Espagne
sont groupées loin des autres, mais elles avaient toutes été isolées a partir de cidre.

L’analyse MANOVA a été ainsi renouvelée, mais en s’intéressant cette fois ci au type
de produit dont les souches ont été isolées, sans tenir compte de I’origine géographique des

souches. Cette analyse a donné une meilleure délimitation des groupes créés. Mais comme
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Figure 7: Analyse MANOVA des profils REA-PFGE des 513 souches ayant des données
géographiques (7A), et 314 souches ayant des données correspondant au type de produit (7B).
chaque point représente un profil individuel, les losanges représentent les moyennes.

7A: points verts; souches de Grece; points rouges: souches de Normandie; points bleus: toutes
les autres souches

7B: points jaunes souches de cidre; points rouge: champagne; points bleus: vin blanc; points
violets: fruits a noyaux; points blancs: poiré



dans la collection initiale, I’origine n’a pas été précisée pour toutes les souches, seules 314
souches sur 518 ont servi a I’analyse. Elles représentent 6 populations issues de matrices
différentes (vin rouge, vin blanc, cidre, champagne, fruits a noyaux, et poiré). La figure 7B
fait apparaitre des groupes, avec la moyenne pour la population de cidre se retrouve loin de
I’origine. De méme, pour la population de souches issues de fruits a noyaux, et pour ['unique
souche issue de poiré. Ceci indique une discrimination importante et significative de ces trois
groupes, par rapport aux souches isolées de vins blancs, de vins rouges et de vins de
champagne. Les souches de vin rouge et blanc ne sont absolument pas différenciées, proches
du centre du graphe. Mais les souches de vins de champagne, bien que dans la méme zone
que les souches de vins blancs et rouges, sont concentrées dans une petite partie du graphe. Il
en ressort donc une discrimination plus nette de la population de champagne, dont la diversité

est moindre que pour les autres.

1.3.Typage de la collection par MLST

A partir des résultats REA-PFGE, 282 souches ont été retenues pour une analyse
MLST. D’abord, les souches choisies ont toutes des profils de restriction différents.
Cependant, exceptionnellement, des souches présentant des profils identiques ont été incluses
parce qu’elles avaient des origines géographiques différentes. Les souches ont été également
sélectionnées pour couvrir au maximum la diversité¢ géographique disponible, celle des
produits (vin rouge, vin blanc, champagne, cidre, fruits a noyaux, différents cépages), et des

années d’isolement (de 1981 a 2008).

1.3.1. Sélection des génes cibles
Dans I’étude MLST, 7 geénes dits de « ménage » ont été séquenceés chez les 282 souches.
Les genes cibles ont été choisis sur la base de la précédente étude MLST effectuée par Eric

Bilhére durant sa thése (Bilhere et al., 2009) : ce sont les génes gyrB, gbpd, pgm, dnaFE, purk,
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Gene Fonction des génes Taille d’amplicon (pb) Amorces Séquence 5'-3'

gyrB-1  CTTCGGTTGTTAATGCTTTGTC

B bunit 674
e gyrase, p subuni gytB-2  CAACTTGGTTTTTGTCTGCC

glucose-6-phosphate 669 gopd-1  TTATATGTCTGTTGCTCCTCGT

6pd
gopP dehydrogenase g6pd-2  CCGGTTCTGATGTAAAAAGG

pgm-1  ATATCTGCCGAAGTGCTAAGAG

pgm  phosphoglucomutase 654 pgm2  AGCAGCAATTTGATTTCCAG
dnaE DNA polymerase III, a subunit 714 dnab-1 - CGTATATAGAGCGCTTIGCC
’ dnaE-2 CGTTCTTATCGCGAGTTGTAC
pho sphorybosylaminoimidazo]e purkK- 1 TGGTTATCATGTTGGTATTTTGG
Purk carboxylase 397 purk-2  GAAGCAGGAGCATAGGAAAGA
. rpob-1  CGATATTCTCCTTTCTCCAATG
rpoB RNA polymerase, 3 subunit 665 poB2  CTTTAGCGATCTGTTCCAATG
recP-1  AGCGACAAACCATCCTTTATC
recP transketolase 676

recP-2 CGACAGCTAAGGAATCATGAG

Tableau 2 : Liste des genes utilisés pour la MLST

Taille du » 11 pourcentage Nb de sites Diversité d
Locus fra(gbrg)ent Nb d’alleles G+C polymorphiques® nucléotidique® dn/ds
gyrb 611 19 40,7 88 (11) 0,006 0,077
g6pd 551 18 41,2 95 (19) 0,008 0,275
pgm 531 15 41,4 14 (6) 0,002 0,431
dnak 665 19 38,9 30 (11) 0,009 0,243
purK 537 (1397)" 27 42,2 122 (37) 0,010 0,196
rpoB 598 10 43,4 103 (14) 0,036 0,062
recP 592 37 45,8 148 (43) 0,029 0,148

Tableau 3 : Diversité allélique et nucléotidique des genes de MLST
a : longueur du locus purK avec le transposon
b : nombre de sites informatifs est indiqué entre parenthéses
c : représentée par le nombre de substitutions nucléotidiques par site, en analyse par paire
d : ratio entre le nombre de mutations non synonymes sur le nombre de mutations synonymes



rpoB, recP (tableau 2). Ils sont répartis équitablement, tout autour du chromosome. Cela
permet d’éviter le biais possible de certaines régions plus sensibles aux mutations, ou arrivées
par transfert horizontal. Ils ont également été retenus pour leur grande variabilité de séquence
afin de générer suffisamment de différence. Le huitieme geéne utilisé dans la précédente étude,
ddl n’a pas ¢été retenu du fait de la trop grande conservation de sa séquence.

Pour chaque souche, a partir des séquences des 7 génes, une séquence concaténée de
4085 pb a été construite. Parmi les 282 souches analysées, les 7 loci n’ont pu étre séquencés
que pour les 262, en raison de la trop grande difficulté d’amplification de certains. Au total,
20 séquences n’ont pas pu étre amplifiées chez 20 souches, en dépit de I’utilisation de
conditions de PCR plus souples, et de la recherche de couples d’amorces différents. Cela
concerne trois geénes. Pour 19 souches isolées de vin, il s’agit des loci purK et recP. Pour
purK, la raison est I’insertion d’un transposon d’une taille de 860 pb, ce qui rend le
séquencage de certains alleles difficile. Pour le géne recP, I’amplification restait impossible,
méme apres diminution de la température d’hybridation. Quant au géne dnaF, il n’a pas pu
étre amplifié chez une souche de cidre. Les 20 souches concernées ont donc été retirées de
I’analyse.

Quasiment toutes les mutations observées dans les alléles sont des substitutions.
Seulement un événement de délétion d’une base a été observé pour un allele du géne recP, et
I’événement d’insertion précédemment cité¢ dans le geéne purK. Dans ces deux cas, les
mutations provoquent un décalage du cadre de lecture et donc une inactivation de la fonction

du gene.

1.3.2. Diversité allélique de la collection
La collection présente une diversité allélique moyenne de 20,7 all¢les par locus (tableau
3), allant de 10 alleles séquencés pour rpoB, jusqu’a 37 alleles pour le geéne recP. En

revanche, le nombre d’all¢les rares est élevé. En éliminant ces alléles rares (présents au
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—alleles B R

—allele7 B
— allele11l C
- allele12 C
allele2 B > Groupe B
allele2 C
allele3 B
_I a