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PREFACE

L’ Académie Amorim est née, au début des années 90, d’une volonté
des grands noms de |"cenologie de promouvoir leur discipline, leurs
recherches, I'excellence des travaux conduits par leurs étudiants, en
créant un concours scientifique international. Le groupe Amorim a
immédiatement répondu a leur appel.

Contribuer a une meilleure connaissance du vin et de son
environnement, tel était |’objectif poursuivi par ces passionnés,
bientdt rejoints par leurs confreres universitaires, journalistes,
artistes, juristes, économistes, tous animés par cette méme passion.

Aujourd’hui, Jacques Puisais, Président-fondateur de |I’Académie
Amorim, nous a quitté. Tout comme Robert Tinlot, ancien directeur
général de I'OIV, qui lui avait succédé a la présidence de notre
institution avec talent. Et il en fallait pour donner un deuxieme
souffle a cette Académie et I’ouvrir sur I’économie, les marchés, le
juridique, I"environnement... autant de disciplines indissociables
du monde viti-vinicole, autant de sujets dont Jean-Marie Aurand
s’est emparé avec enthousiasme en succédant a ses illustres
prédécesseurs.

La modeste contribution du bouchon de liege, fleuron de I'activité
du groupe Amorim, a été d’initier, de soutenir et promouvoir ce
concours international visant a récompenser les travaux de jeunes
chercheurs en cenologie et en sciences humaines dans le domaine
du vin.

Cette collection, dédiée aux Lauréats du Grand Prix Sciences &
Recherche de I’Académie Amorim, est devenue, au fil des ans, une
référence et la mémoire vivante des efforts et des travaux engagés
dans le monde entier pour servir la noble cause du Vin. Je ne peux
que souhaiter la voir poursuivre dans la voie de I'excellence qu’elle
s’est tracée durant ces dernieres décades.

Antonio Rios de Amorim

Président directeur général Corticeira Amorim

Vice-Président de I’Académie Amorim




EDITO

Comment mieux maitriser la fermentation malolactique
par Oenococcus oeni ?

Voila une question cruciale a laquelle répond avec clarté
la these de Camille Eicher, offrant ainsi aux professionnels
une meilleure appréhension de cette étape si sensible
pour |"assouplissement et la stabilisation des vins.

La méthodologie mise en ceuvre repose sur la production
de mutants identifiés par séquencage du génome. Elle
permet d’'évaluer si le locus citrate est affecté pour les
différents individus et de mieux jauger le métabolisme
de I’acide citrique.

Les résultats montrent que I"hypothese du lien entre la
consommation de citrate et I'acido-tolérance se vérifie et
le métabolisme du citrate a été approfondi.

Les membres de I’Académie Amorim ont salué I'excellent
niveau scientifique des travaux de Camille Eicher et en
attendent déja la suite qui permettra de mesurer si le
locus du malate peut aussi évoluer.

Prometteuse et talentueuse, la lauréate 2024 du Grand
Prix scientifique de I’Académie Amorim ouvre ainsi la
voie a de nouvelles recherches tres attendues.

Jean-Marie Aurand
Président de I’Académie Amorim
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1-INTRODUCTION

Le raisin, fruit provenant de la vigne Vitis vinifera, est 'un des fruits les plus cultivés
au monde, principalement pour la production de vin (258 millions d’hectolitres
produits en 2022, selon l'organisation internationale de la vigne et du vin (OIV)). Le
vin est une boisson fermentée obtenue a l'issue d'un processus de vinification dont
les principales étapes (égrappage, pressurage, macération fermentation) difféerent
en fonction du type de vin a élaborer (vin rouge, vin blanc, rosé).

Au cours de la vinification, deux étapes de fermentation peuvent se succéder. La
premiere est la fermentation alcoolique, réalisée par les levures (principalement
Saccharomyces cerevisiae) qui transforment les sucres du moQt de raisin en éthanol
et dioxyde de carbone (CO2). Une deuxiéme fermentation, que l'on appelle
fermentation malolactique, peut ensuite se produire. Cette fermentation n'est pas
souhaitée pour tous les types de vin, seuls les vins rouges et certains vins blancs
(comme les vins de Champagne) sont concernés. Les bactéries lactiques, bactéries
souvent associées aux produits fermentés, sont a l'origine de cette fermentation.
Elles induisent la transformation de I'acide malique, un acide organique retrouvé a
une concentration comprise entre 1 et 5 g/L dans les vins, en acide lactique et CO2
(Lerm et al., 2010; Ruffner et al., 1984). Ce catabolisme permet la diminution de
l'acidité totale, d'apporter rondeur, souplesse et stabilité microbiologique aux vins
concernés.

Ces deux fermentations peuvent se produire spontanément (c.-a-d. sans
intervention humaine), puisque les microorganismes naturellement présents sur
la baie de raisin et 'environnement viti-vinivole peuvent initier cette bioconversion.
Néanmoins, les fermentations spontanées étant peu prévisibles et difficiles a
contréler, beaucoup de vinificateurs ensemencent par précaution leurs vins a
partir de souches commerciales vendues sous forme lyophilisée que I'on appelle
« starters » (Maicas et al., 2000 ; Nielsen et al., 1996). Au total, une trentaine d'espéces
de bactéries lactiques peuvent étre retrouvées en vin (Kénig and Fréhlich, 2017). A
ce jour, la principale bactérie lactique utilisée pour la conduite de la fermentation
malolactique est Oenococcus oeni.

Du point de vue microbiologique, O. oeni est un coque a Gram positif, hnon mobile, ne
produisant pas de spores, anaérobie facultatif, formant de longues chainettes. Elle
est qualifiée comme étant acido-tolérante et est capable de croitre dans un milieu
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contenant 10 % d'éthanol (v/v) (Dicks et al., 1995; Garvie, 1967). Cette bactérie est
retrouvée dans le vin, le cidre et le kombucha, mais pourrait étre présente dans
d'autres boissons fermentées (Lorentzen and Lucas, 2019). Ainsi, les différentes
souches qui composent l'espéce O. oeni sont regroupées en 4 phylogroupes
génétiques : le groupe A comprend uniquement des souches isolées de vin, les
groupes B et Ccomprennent des souches isolées de vin, mais aussi de cidres, et enfin
le groupe D qui ne contient que des souches provenant de kombucha (Lorentzen et
al., 2019). Cest I'espéce phare pour la conduite de la fermentation malolactique en
vin puisqu'elle est plus résistante aux nombreux stress associés au vin comparé aux
autres bactéries lactiques.

Le vin est un environnement qui regroupe plusieurs facteurs de stress qui peuvent
affecter le développement de cette bactérie. En effet, c'est un milieu pauvre en
nutriments, contenant de I'éthanol issu métabolisme des levures, au pH faible et
qui peut contenir des sulfites (SO2), un composé chimique ajouté par le vinificateur
pour la stabilisation microbiologique des vins, mais qui peut également étre produit
par les levures (Bauer and Dicks, 2004; Bech-Terkilsen et al., 2020). Le pH des vins,
souvent tres faible (2,9 - 3,8), entraine une diminution du pH intracellulaire des
microorganismes, impactant toute la physiologie de la cellule. En effet, la baisse
du pH interne provoque entre autres la dénaturation des protéines, qui perdent
ainsi leur activité et affectent toute la machinerie cellulaire. La baisse de pH peut
également entrainer des dommages a I'ADN (Lindahl and Nyberg, 1972; van
de Guchte et al., 2002). Néanmoins, O. oeni possede de nombreux mécanismes
cellulaires lui permettant de résister au stress acide, comme par exemple la
synthése de Heat Shock Proteins (HSP) lui permettant de prévenir l'agrégation de
protéines dénaturées et leur repliement (Bellanger et al., 2023; Darsonval et al.,
2018; Grandvalet, 2011; Maitre et al., 2012; Sugimoto et al., 2008). Elle est également
capable d'utiliser certains substrats présents dans le vin afin d’assurer sa survie
et de produire de I'énergie. Le métabolisme de l'acide malique fait partie de ces
mécanismes. Il est métabolisé par la bactérie par différentes enzymes, la principale
étant 'enzyme malolactique qui convertit 'acide malique en acide lactique et CO2,
principale réaction recherchée lors de la fermentation malolactique (Lonvaud-
Funel, 2015). Ce métabolisme permet 'activation de la force proton motrice dans la
cellule, qui constitue une source d'énergie pour les bactéries (Loubiere et al., 1992;
Poolman et al., 1991; Salema et al., 1996). Elle entraine également la consommation
d'un proton, augmentant ainsi le pH intracellulaire permettant de pallier aux effets
liés au stress acide.

O. oeni peut également métaboliser l'acide citrique, un autre acide organique
présent en quantité restreinte dans le vin (0,13 a 0,90 g/L) (Alexandre et al., 2008;
Eicher et al., 2024a). Son métabolisme est a l'origine de la production d'un composé
aromatique appelé diacétyle. Sa synthése apporte des notes beurrées au vin qui
ne sont désirées qu'en trés faibles quantités, puisqu’elles deviennent désagréables
au-dela d'un certain seuil (Bartowsky and Henschke, 2004; Fornachon and Lloyd,
1965; Mink et al., 2014). Ainsi, I'activité de O. oeni impacte non seulement l'acidité,
mais également le goQt et le profil aromatique des vins (Agree and Henick-Kling,
1998; Sauvageot and Vivier, 1997; Versari et al., 1999; Vivas et al., 1997). Tout comme
le métabolisme de I'acide malique, la dégradation du citrate active la force proton
motrice et permet la consommation de protons dans la cellule (Eicher et al., 20243;
Ramos et al., 1994). De plus, le co-métabolisme du citrate avec le glucose semble
avoir un effet synergique sur la croissance des bactéries lactiques (Kang et al., 2013;
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Ramos and Santos, 1996; Salou et al., 1994). Chez O. oeni, le métabolisme du citrate
fait intervenir trois protéines (1) : (i) une perméase pour linternalisation de l'acide
organique dans la cellule, codée par le géne maeP; une citrate lyase, dont les sous-
unités sont codées par plusieurs genes (citC, D, E, F, X et G), qui catalyse la conversion
du citrate en acétate (relargué dans le milieu extracellulaire) et oxaloacétate; (iii) une
oxaloacétate décarboxylase, codée par le géne mae, qui convertit I'oxaloacétate en
pyruvate. Ce dernier est ensuite réorienté a travers différentes voies métaboliques,
et peut notamment servir a la production du diacétyle. L'ensemble de ces genes
forment un opéron : 'opéron citrate. Cet opéron inclut également le géne citR, dont

la fonction était jusqu'a présent inconnue (Figure 1).
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Figure 1 : Métabolisme du citrate et devenir du pyruvate chez O. oeni.

Le métabolisme du citrate ainsi que l'organisation du locus citrate chez O. oeni sont représentés. Le pyruvate
produit par le catabolisme du citrate (partie verte) peut étre métabolisé en D-lactate (voie bleue) ou conduire
a la production d'acétate par la voie de la pyruvate déshydrogénase (représentée en rose) ou par la voie de la
pyru vate oxydase (représentée en orange). Enfin, deux molécules de pyruvate (symbolisées par le chiffre 2 sur
la figure) peuvent étre métabolisées en a-acétolactate sous l'action de I'acétolactate synthase (voie bleu foncé),
ce qui conduit a la production de diacétyle, d'acétoine et de butane-2,3-diol. Les génes codant pour les différentes
enzymes sont indiqués. Lorsqu’aucun nom n'a été attribué a un géne, le locus tag du géne est indiqué (souche PSU-1).
Le transporteur de l'acétate n‘ayant pas été identifié chez O. oeni, des points d'interrogation ont été indiqués.

Bien que le métabolisme du citrate ait un grand nombre d'effets bénéfiques sur la
physiologie des bactéries lactiques, il a été démontré que celui-ci pouvait avoir un
effet délétére surla résistance au stress acide chez O. oeni. En effet, lorsque la souche
ATCC BAA-1163 est cultivée a bas pH, sa croissance est inhibée par la présence de
citrate (Augagneur et al., 2007). Ceci pose question quant a I'impact de la présence
de cet acide organique dans les vins trés acides qui pourrait négativement impacter
le déroulement de la fermentation malolactique.

Lorsquel'acidité desvinsesttropimportante, elle peut compromettre le développement
des bactéries lactiques d'intérét cenologique, entrainant alors une fermentation
languissante voire un arrét de fermentation. La conduite de cette fermentation reste
donc un point critique de l'itinéraire de vinification qui requiert la plus grande attention,
et la sélection de nouvelles souches plus résistantes au stress est une solution qui
pourrait permettre d'assurer la fermentation méme dans les conditions les plus
difficiles. Aussi, une meilleure compréhension des mécanismes de résistance au stress
acide mis en place par les bactéries pourrait permettre d'optimiser les conditions de
fermentation ou d'orienter la sélection de bactéries vers les plus résistantes et les
plus performantes en fonction du génotype. Pour répondre a ces besoins, I'évolution
expérimentale s'avére étre un bon outil pouvant étre appliqué a O. oeni.
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L'évolution expérimentale est une technique inspirée des travaux de Charles Darwin
sur la théorie de I'évolution (Darwin, 1831). Appliquée aux microorganismes, elle
consiste a propager une ou plusieurs populations d'une espéce dans des conditions
bien définies pendant des centaines ou des milliers de générations. Une pression
de sélection est alors exercée sur les microorganismes, qui peut étre par exemple
la modulation de paramétres physico-chimiques (température, pH), (Bennett et
al., 1990; Harden et al., 2015). Ainsi, les individus les plus adaptés sont ceux qui
survivent et produisent une descendance.

Au cours de l'évolution, les microorganismes subissent des mutations génétiques
qui peuvent impacter I'expression d'un ou de plusieurs génes. Ces mutations sont
de différents types (substitution, insertion, délétion...) et peuvent avoir un effet
bénéfique, neutre ou délétere sur le phénotype de l'individu. Dans les expériences
d'évolution expérimentale, les mutations bénéfiques sont favorisées au détriment
des mutations déléteres qui sont généralement éliminées par la sélection naturelle.
Les mutations apparues dans le génome des populations évoluées sont identifiées
grace au séquencage haut débit (whole-genome sequencing ou WGS) qui permet
ainsi d'identifier des génes clés impliqués dans la réponse aux stress.

L'évolution expérimentale a plusieurs finalités : I'étude de certaines théories
sur la biologie de I'évolution, la compréhension des mécanismes mis en place
par un organisme pour s'adapter et coloniser une niche écologique particuliere
ou, d'un point de vue plus appliqué, afin obtenir des souches plus performantes
pour des applications industrielles. Les parameétres de I'évolution doivent étre
minutieusement choisis au préalable (systéme de culture, taille de la population,
nombre de populations perpétuées en paralléle, pression de sélection a appliquer...)
puisqu'ils peuvent grandement influencer le chemin évolutif que va prendre la
population microbienne au cours du processus.
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2 OBJECTIFS DE LA THESE

L'utilisation du processus d'évolution expérimentale sur O. oeni semble étre un
choix judicieux, et a d'ailleurs été d'ores et déja appliquée deux fois a cette bactérie
par une équipe de chercheurs australiens (Betteridge et al., 2017; Jiang et al.,
2018). En effet, elle pourrait permettre d'obtenir des bactéries plus résistantes et
plus performantes permettant de garantir la fermentation en toute circonstance.
Les bactéries issues d'expérience d'évolution ne sont pas considérées comme
des Organismes Génétiquement Modifiés (OGM), car aucun outil ni technique de
modification ne sont utilisés. Ces souches pourraient donc étre utilisées en tant que
ferments malolactiques. L'intérét d'appliquer cette technique a O. oeni est que cette
bactérie est considérée comme une bactérie hypermutable du fait de 'absence dans
son génome des génes mutS et mutlL, qui sont deux génes codant des enzymes clefs
dans le systéme de réparation des mésappariements des bases de 'ADN (mismatch
repair = MMR). Ainsi, le taux d'apparition de mutations chez cette bactérie est
100 a 1000 fois plus important que chez d'autres espéces, facilitant 'adaptation a
l'environnement imposée par I'évolution (Marcobal et al., 2008).

Ce travail de thése a été réalisé au sein de 'UMR Procédés Alimentaires et
Microbiologiques (PAM) dans I'équipe Aliment, Fermentation, Interaction,
Microbiote (AFIM) hébergée par I'Institut Universitaire de la Vigne et du Vin (IUVV) a
Dijon. La longue expérience d'évolution expérimentale a été réalisée par Frédérique
Julliat qui a soutenu son doctorat avant mon arrivé au laboratoire (Julliat, 2020). La
souche ATCC BAA-1163, particulierement bien caractérisée par notre équipe, a été
choisie pour cette expérience d'évolution. En effet, ce choix a été motivé par le fait
qgue de nombreuses connaissances sur la réponse au stress de cette souche ont
été publiées (Chu-Ky et al., 2005; Darsonval et al., 2018, 2016, 2015; Grandvalet et
al., 2008, 2005; Tourdot-Maréchal et al., 2000, 1999) ainsi que de par la séquence
de son génome qui est entierement annoté. L'évolution expérimentale a consisté
a perpétuer cette souche pendant 20 mois (représentant 560 générations) en
milieu FT80m (Cavin et al., 1989). Ce milieu permet une croissance suffisante de la
bactérie. De plus, l'utilisation du FT80m pour cette expérience contribue a limiter
I'apparition de mutations liées a 'adaptation au milieu de culture puisqu'il est utilisé
depuis de nombreuses années pour la culture de cette bactérie au laboratoire. Six
populations issues de six clones différents ont été divisées en deux séries : une série
contrdle qui a été propagée a pH constant (5,3) et une deuxiéme série « évoluée »
qui a été propagée en FT80m dont le pH a été progressivement diminué, passant
de 5,3 a 2,9, l'objectif étant de sélectionner des bactéries plus résistantes a l'acidité.
Ce parametre physico-chimique a été choisi pour répondre a une problématique
de terrain, car l'acidité constitue I'un des principaux facteurs limitants pouvant
entrainer une fermentation languissante voire un arrét de fermentation lors du
procédé de vinification.

Alissue de I'évolution, le génome des populations évoluées (nommées A46F), B47F),
C48FJ, D49FJ, E50F) et F51F)) et celui de de deux populations contrbles (nommées
A43F) et B44F)) a été séquencé démontrant la présence, chez les populations
évoluées uniquement, de mutations fixées (c.-a-d. présentes chez tous les
individus de la population) dans 5 génes différents, incluant le géne mae qui code
I'oxaloacétate décarboxylase impliquée dans le métabolisme du citrate (1). Au regard
de l'apparition de mutations dans ce locus citrate aprés cette expérience d'évolution
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adaptative et compte tenu des résultats obtenus par Augagneur et al. (2007) qui a
montré que l'ajout de citrate dans le milieu de culture pouvait inhiber la croissance
de la bactérie (cf. introduction), un intérét particulier a été porté sur le géne mae.
L'un des objectifs de ma thése a donc été de comprendre comment le métabolisme
du citrate pouvait influer sur l'acido-tolérance de O. oeni. Une premiére partie de
ce travail de thése a donc consisté a évaluer limpact des mutations portées par
les populations évoluées de la souche ATCC BAA-1163 sur leur consommation de
citrate et sur le profil d'expression des génes de I'opéron cit (PARTIE 3 1). Les résultats
de ces travaux nous ont amenés a caractériser le role de CitR, dont la fonction était
jusqu'a présent inconnue (PARTIE 3 Il). Enfin, la comparaison du métabolisme
du citrate de souches de O. oeni d'origines différentes a été effectuée et mise en
relation avec d'autres voies métaboliques (métabolisme des sucres, du malate) et
leur acido-tolérance (PARTIE 3 IlI).

Une seconde évolution expérimentale a été réalisée au cours de cette these sur une
souche commerciale de O. oeni connue pour sa capacité a mener la fermentation
malolactique dans une grande variété de vins, mais dont les capacités deviennent
limitées lorsque le pH diminue. Comme pour l'expérience effectuée sur la souche
ATCC BAA-1163, cette évolution avait pour objectif d’'obtenir une souche plus
tolérante a l'acidité afin d'étre utilisée en vinification dans le futur et, dans une
perspective plus fondamentale, de mettre en lumiere les mécanismes clés impliqués
dans la tolérance a 'acidité de O. oeni. Ces travaux font aujourd’hui I'objet d'un dépdt
d’invention et ne pourront donc pas étre présentés dans ce manuscrit. Ce dépdbt
d'invention est le point de départ de nouveaux travaux de recherche appliquée avec
pour objectif la commercialisation d'une nouvelle souche pour l'industrie.
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3 RESULTATS

3.1 Impact des mutations portées dans le locus cit sur I'acido-
tolérance des populations évoluées (Julliat et al., 2023, Eicher et

al, submitted)

Suite a I'expérience d'évolution expérimentale sur la souche ATCC BAA-1163 pour
obtenir des souches de O. oeni plus acido-tolérantes, un séquencage du génome des
populations obtenues a été réalisé et a montré l'apparition de mutations fixées dans
cing genes différents, incluant le locus citrate. Une mesure de l'acido-tolérance des
populations évoluées a été réalisée en milieu FT80m ajusté a pH 3 et supplémenté
avec 3 g/L de citrate (Figure 2). Cette concentration de citrate a été choisie afin de
pouvoir comparer avec les résultats précédemment obtenus par Augagneur et
al. (2007). L'expérience a été réalisée sur un clone unique isolé de chacune des
populations évoluées A46F), C48F), ES0F) et F51F (nommés clones cA46F), cC48F,
cE50FJ, cF51F)), afin de s'affranchir de la variabilité génétique pouvant exister entre
les individus d'une population. Les résultats présentés ici sont ceux de quatre des
six populations évoluées obtenues, mais des données similaires ont été obtenues
avec les deux autres populations (B47F) et D49FJ) (Julliat et al., 2023).
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Figure 2 : Croissance a bas pH des clones issus de I'évolution expérimentale de la souche
ATCC BAA-1163.

La croissance de la souche ATCC BAA-1163 (parentale) est comparée a celle des clones issus de son évolution
(cA46F] cC48F), cE50F], cF51F)) en FT80m a pH 3. Ces résultats ont été obtenus a partir de triplicats biologiques
(n=3). Les différences significatives sont basées sur le test de Kruskal-Wallis (p < 0,05).

La souche parentale présente une croissance limitée dans ces conditions, ce qui
est en cohérence avec les travaux de Augagneur et al. (2007). Au contraire, les
clones évolués montrent une meilleure capacité a se développer dans les mémes
conditions, atteignant une DO600 nm maximale située entre 0,2 et 0,4 en fonction
de la souche. Parmi les clones évolués, cA46F] présente une moindre capacité a
se développer (DO maximale = 0,181), alors que cC48F) présente les meilleurs
parameétres de croissance (DO maximale = 0,425).

Les six populations évoluées sont affectées par des mutations dans le locus cit
(Figure 3A) : (i) soit dans la zone intergénique entre citR et mae, c'est le cas des
populations B47F), C48FJ, E50F) et F51F), possédant des mutations sur laséquence-10
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du potentiel promoteur de I'opéron (C48FJ) ou sur le site de fixation du ribosome
(ribosome binding site ou RBS) en amont du géne mae (B47F), E50F), F51F)); (ii) soit
dans la phase codante du gene mae, c'est le cas de la population A46F], qui porte une
mutation non-sens entrainant l'apparition d'un codon stop prématuré; (iii) soit une
large délétion de plus de 3 kb comprenant le gene citR et une partie du géne mae,
c'est le cas de la population D49F). Afin d'évaluer l'impact de ces mutations sur le
métabolisme du citrate, la consommation de cet acide organique par les populations
évoluées a été suivie au cours de la croissance et comparée a la souche parentale
(Figure 3B et C). En paralléle, une extraction d’ARN a été réalisée aprés 24 heures de
croissance pour quantifier I'expression des génes de 'opéron par RT-qPCR chez ces
différentes souches (Figure 3D). Ces deux expériences ont été réalisées en milieu
GEMO (Growth effective medium for O. oeni) (Julliat et al., 2023). Ce milieu a été
congu afin d'optimiser la croissance des bactéries tout en se rapprochant plus des
conditions cenologiques que le FT80m (présence de jus de raisin apportant des
vitamines essentielles au métabolisme comme 'acide pantothénique et de citrate a
une concentration de 0,3 g/L, concentration fréquemment retrouvée dans les vins).
Le pH a été ajusté a 4,8 dans un premier temps, un pH optimal pour la croissance

des bactéries.
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Figure 3 : Cinétique de consommation du citrate et expression du locus cit chez les clones

évolués issus de I'évolution expérimentale de la souche ATCC BAA-1163.

(A) Les positions des mutations portées par les clones évolués cA46F], cC48F], cE50F] et cF51F sur le locus cit sont
représentées, ainsi que I'emplacement des amorces utilisées pour I'analyse RT-qPCR (D), F = Forward, R = Reverse.
La croissance (B) et la consommation de citrate (C) ont été suivies chez les clones ainsi que chez la souche parentale
cultivés en milieu GEMO pH 4,8. Aprés 24 h de croissance, I’ARN de ces souches a été extrait pour quantifier
I'expression du locus cit par RT-gPCR (D). La méthode de Livak ou 2-AACt a été employée (Schmittgen and Livak,
2008). Les génes de ménage sont Idh et gyrA . Les résultats ont été obtenus a partir de triplicats biologiques (n=3)
analysés deux fois sur la méme plaque (duplicats technique). Les différences significatives sont basées sur le test
de Kruskal-Wallis (p < 0,05).
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Bien que la croissance soit similaire entre les différentes souches, cette expérience
montre que la consommation de citrate est bien plus lente chez les clones évolués
comparés a la souche parentale, cC48F) étant la plus impactée par la mutation dans
la cinétique de consommation (Figure 3C).

En ce qui concerne 'expression des geénes de l'opéron citrate, une analyse RT-gPCR
a été réalisée sur les génes citR, mae, maeP et citE. La méthode de Livak ou 2-AACt a
été employée, avec la souche parentale comme référence (Figure 3D) (Schmittgen
and Livak, 2008). On remarque que le nombre de transcrits quantifiés pour les
génes testés est significativement plus faible chez les clones évolués que chez la
souche parentale (expression relative inférieure a 0,5), excepté pour citR. De plus,
I'expression de I'opéron semble beaucoup plus faible chez cC48F) et plus importante
chez cA46F), chez qui l'expression des genes maeP et citE n'est pas significativement
différente de la souche parentale (Figure 3D). Ceci est en cohérence avec la vitesse
de consommation du citrate évaluée plus tot (Figure 3C). Ainsi, les mutations
portées par les clones évolués entrainent une dérégulation de I'expression de
'opéron citrate et la mutation portée par le clone évolué cC48F] est celle quiimpacte
le plus I'expression de l'opéron (mutation sur la séquence du -10 du promoteur en
amont de mae, Figure 3A). Ceci entraine un ralentissement de la consommation du
citrate chez ces populations évoluées. Ces résultats semblent corréler avec 'acido-
tolérance de chaque clone. En effet, plus la souche consomme lentement le citrate,
plus son développement a bas pH en présence de citrate est optimal (Figure 2). Ces
résultats confortent un possible lien entre vitesse de consommation du citrate et
acido-tolérance chez O. oeni.

3.2 Régulation de I'expression du locus cit chez O. oeni
(Eicher et al., submitted)

Les précédents résultats nous ont amenés a nous intéresser au mécanisme de
régulation de I'expression du locus cit chez O. oeni. Un premier travail a consisté
en la localisation des sites de démarrage de transcription (+1) sur le locus. Deux
sites ont été localisés par la technique 5-RACE (Matteau and Rodrigue, 2015; Tillett
et al., 2000). Le premier, situé en amont de mae, assure la transcription du cluster
maemaePcitCDEFXG. Le deuxiéeme, en position divergente, permet la transcription
de citR.

Unintérét particulier a été porté sur le gene citR, codant le régulateur transcriptionnel
putatif de 'opéron. Chez d'autres bactéries lactiques, 'lhomologue de ce géne code
un activateur transcriptionnel (Blancato et al., 2008 ; de Felipe et al., 1994 ; Martin
et al., 2005). Afin d'identifier le réle de ce régulateur chez O. oeni, deux souches
ont été spécifiquement sélectionnées pour la présence d'une variabilité génétique
au sein de leur géne citR pouvant grandement affecter l'activité de la protéine
associée : (i) ATCC BAA-1163, portant une mutation non-sens (L256*) dans la phase
codante du géne rendant la protéine non fonctionnelle ; (ii) NB_1858, portant une
mutation faux-sens (I7T) dans la phase codante du géne, pour qui I'analyse de la
séquence protéique de CitR prédit une forte interaction avec 'ADN comparé a son
homologue de la souche PSU-1, qui sera la souche utilisée comme référence. Dans
un premier temps, la consommation de citrate a été suivie pour les 3 souches en
conditions optimales de croissance (milieu GEMO, pH 4,8) (Figures 4A, B et C). La
souche ATCC BAA-1163 est celle qui consomme le citrate le plus rapidement (fin de
consommation apres 16h de croissance) alors que la souche NB_1858 est celle qui
consomme le plus lentement (fin de consommation aprés 36 h de croissance).

17



=
m
(]

o

16 24 32 40 48 O B 15 4 32 40 48 a &
Temps [h) Temgs (h)

Carate [gfL)
Citrate (gL}

Cirate (L)

¥ 40 48

16 24 3
Temags (h)

D Temps 18R C116h D24k @320 E Temps TiBh @160k @248 W3XhH F TempsCJEh @160 @24k 320
_ 8 2 2
=] £
g 2 4 >
20| ¥ 2 T
§ 1| off |5 5
2 18| : 3, :,
£ 12| £ |5 g

, 3
Y e . . : T
g a4 Mg 2 &5 . g

| uas ssfls o b ,:='";lEI§LE‘:
.r-\. I |;1I'-" E R mae maeP FE i} Mo maeF E

Figure 4 : Cinétique de consommation du citrate et expression du locus cit chez les

souches ATCC BAA-1163, PSU-T et NB_1858.

ATCC BAA-1163 (vert), PSU-T (rouge) et NB_1858 (bleu) ont été cultivées en milieu GEMO pH 4,8. Leur consommation
de citrate a été suivie toutes les 4 heures (A, B, C). Les ARN totaux ont été extraits de chaque souche apreés 8,
16, 24 et 32 h de croissance pour l'analyse RT-qPCR (D, E, F). La méthode 2-ACt a été employée (Riedel et al.,
2014, Schmittgen and Livak, 2008). Les génes de ménage sont Idh et gyrA. Les résultats ont été obtenus a partir
de triplicats biologiques (n=3) analysés deux fois sur la méme plaque (duplicats technique). Les différences
significatives sont basées sur le test de Kruskal-Wallis (p < 0,05).

L'expression du locus cit a ensuite été suivie dans le temps par RT-gPCR chez les
trois souches sélectionnées. Pour ce faire, les ARN totaux des 3 souches ont été
extraits apres 8, 16, 24 et 32 heures de croissance, couvrant toute la cinétique de
consommation du citrate, avant de procéder a l'analyse (Figures 4D, E et F). La
méthode 2-ACt a été employée, avec pour référence les deux genes de ménage ldh
et gyrA (Riedel et al., 2014; Schmittgen and Livak, 2008). On remarque ainsi qu'un
plus grand nombre de transcrits a pu étre quantifié chez la souche ATCC BAA-1163,
tout particulierement pour les génes mae, maeP et citE. Par exemple, une expression
relative comprise entre 3,03 et 4,71 est calculée pour le gene mae en fonction du
temps de croissance chez ATCC BAA-1163 contre entre 0,3 et 1,26 chez PSU-1, la
souche de référence. A l'inverse, moins de transcrits ont pu étre quantifiés chez
la souche NB_1858, avec une expression relative calculée pour le géne mae située
entre 0,04 et 0,34 en fonction du temps de croissance. Ceci est en corrélation avec
la consommation de citrate de chaque souche : plus le locus cit est exprimé, plus la
consommation de citrate est rapide.

Pour rappel, ATCC BAA-1163 posseéde une mutation engendrant une protéine
CitR non fonctionnelle. D'un autre c6té, la mutation portée par NB_1858 pourrait
renforcer la liaison de son CitR a 'ADN, qui aurait donc une action plus forte que
chez la souche de référence. Aux vues des résultats précédents, nous en avons
déduit que CitR pourrait agir comme un répresseur transcriptionnel chez O. oeni.
Pour vérifier cette hypothése, la complémentation de la souche ATCC BAA-1163
avec un gene citR fonctionnel a été initiée, afin de voir si la présence de CitR induit
un ralentissement de la consommation du citrate. Tres peu d'outils génétiques
sont actuellement disponibles pour la modulation d’expression de génes chez O.
oeni. La seule technique qui a fait ses preuves est le RNA silencing, consistant a
faire exprimer par le biais d'un plasmide un ARN antisens complémentaire a I'ARN
messager (ARNm) d’'un géne cible, afin de diminuer son expression (Darsonval et
al., 2018, 2015). Pour cette expérience, nous avons utilisé le méme vecteur utilisé
pour la technique du RNA silencing, nommé pSIPSYN. Ce plasmide est capable de
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se répliquer et d'étre exprimé chez O. oeni. Au lieu d'insérer un antisens, nous avons
cette fois-ci inséré devant le promoteur du plasmide la séquence du géne citR issue
soit (i) de la souche PSU-1, (ii) soit de la souche NB_1858, qui devrait donc avoir
une action plus forte sur I'expression de l'opéron citrate. La souche ATCC BAA-1163
a donc été transformée avec les trois vecteurs suivants : pSIPSYN + citR de PSU-
1, pSIPSYN + citR de NB_1858 ou alors pSIPSYN vide, qui servira de contrdle. Les
trois mutants ainsi obtenus, respectivement nommés OocitR-PSU, OocitR-NB et
Ooc, ont été mis en croissance en conditions optimales (milieu GEMO, pH 4,8) et la
consommation de citrate ainsi que I'expression du locus cit ont été suivies au cours
du temps (Figure 5).

Bien que la croissance des trois mutants soit similaire (Figure 5A), on remarque un
ralentissement de la consommation du citrate chez les deux mutants complémentés
(Figure 5B). Ce ralentissement est plus important chez OocitR-NB, confirmant 'action
plus forte de CitR issu de la souche NB_1858 sur I'expression du locus cit. L'analyse
RT-gPCR (méthode 2-AACt), réalisée aprés 8 et 24 heures de croissance, confirme
que ce ralentissement est d0 a une expression de I'opéron citrate plus faible chez
les deux mutants complémentés (expression relative inférieure a 0,5) (Figure 5C et
D). Ainsi, ces résultats semblent confirmer le réle de répresseur transcriptionnel de
CitR chez O. oeni.

Pour finir, l'acido-tolérance de ces mutants a été mesurée par un suivi de croissance
dans le milieu GEMO dont le pH a été ajusté a 3 (données non représentées). La
biomasse finale produite par les deux mutants complémentés est significativement
plus importante que la souche contrdle (DO maximale = 0,298 pour OocitR-PSU et
0,415 pour OocitR-NB, contre seulement 0,188 pour Ooc). Ainsi, par cette expérience,
nous montrons une fois de plus la corrélation entre vitesse de consommation du
citrate et acido-tolérance chez O. oeni.
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Figure 5 : Cinétique de consommation du citrate et expression de 'opéron citrate chez la
souche ATCC BAA-1163 complémentée avec un citR fonctionnel.

Les mutants ont été cultivés en milieu GEMO pH 4,8. Leur croissance (A) et leur consommation de citrate (B) ont été
suivies toutes les 4 heures. Les ARN totaux ont été extraits de chaque souche aprés 8h (C) et 24h (D) de croissance
pour l'analyse RT-qPCR. La méthode de Livak ou 2-AACt a été employée (Schmittgen and Livak, 2008) . Les génes de
ménage sont Idh et gyrA. Les résultats ont été obtenus a partir de triplicats biologiques (n=3) analysés deux fois sur la
méme plaque (duplicats technique). Les différences significatives sont basées sur le test de Kruskal-Wallis (p < 0,05).
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3.3 Influence du pH sur le métabolisme de O. oeni: comment
le métabolisme du citrate peut-il influencer I'acido-tolérance ?

(Eicher et al., 2024b)

Les deux expériences précédentes établissentun lien de cause a effet entre la vitesse
de consommation de citrate et I'acido-tolérance de la souche ATCC BAA-1163. Ceci
pourrait étre applicable a d'autres souches de O. oeni. En effet, nous avons réalisé
une comparaison génomique entre 30 souches différentes qui a montré une grande
diversité génétique au niveau du locus cit. Plusieurs d'entre elles possédent des
mutations pouvant potentiellement compromettre leur consommation du citrate.
Ceci pourrait démontrer qu'au cours du temps, les souches ont évoluées vers la perte
ou l'altération du métabolisme du citrate afin de s'adapter a une niche écologique
particuliere. Pour aller plus loin, le métabolisme de 11 souches de provenance
différente (Vins et kombucha) et appartenant aux groupes phylogénétiques A, B
ou D a été comparé. En plus du métabolisme du citrate, le métabolisme du malate
et des sucres (glucose/fructose) a également été suivi, étant donné que ces trois
métabolismes partagent des réactions communes et sont étroitement liés les uns
aux autres. Cette expérience a été réalisée en milieu GEMO, un milieu qui permet

|IOEB_S450 et 26.1 consommant le citrate de maniére standard et 3 souches =
NB_1858, 23.1 et 32.2 consommant le citrate de maniére significativement plus
lente, dG a des variabilités génétiques). Dans un premier temps, la quantité finale de
substrats consommeés (citrate, malate, glucose, fructose) et de produits synthétisés
(lactate, acétate, mannitol) a été calculée pour ces différentes souches (Figure 6).
A pH 3,6 (soit en condition acide), on remarque que pour une concentration de
substrats consommeés relativement similaire entre les 4 souches dites « standard » et
les souches dites «ralenties » 23.1 et 32.2, une concentration significativement plus
importante de produits synthétisés a pu étre détectée, notamment pour le mannitol
et le D-lactate, mettant en lumiére une potentielle réorientation du métabolisme
chez ces souches par rapport aux souches standards. De plus, la souche NB_1858,
elle aussi ralentie, a été en mesure de consommer davantage de substrats que
toutes les autres souches. A la fin de la cinétique, les 3 souches ralenties ont produit
significativement plus de biomasses que les souches standards. De ce fait, un
ralentissement du métabolisme du citrate engendrerait une réorientation des flux
métaboliques qui serait a l'origine d'une meilleure croissance a bas pH.

d'optimiser la croissance de toutes les souches étudiées, et dont le pH a été ajusté A iy e B " T —

a 4,8 (conditions optimales de croissance), 3,6 (conditions acides) ou 3,2 (conditions 1

trés acides). Elle met en évidence que toutes les souches étudiées consomment les 51 n
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principalement retrouvées au cours du processus de fabrication du cidre et les
souches du groupe D dans la kombucha (Balmaseda et al., 2023; Lorentzen et al.,
2019; Lorentzen and Lucas, 2019). De ce fait, ces souches ne sont pas confrontées
aux mémes conditions environnementales, avec d'un c6té un milieu trés pauvre
en nutriments et riche en éthanol (vin) et de 'autre un environnement plus riche
en nutriments et moins riche en éthanol, mais ou la compétition avec les autres
microorganismes pour les sources carbonées est plus féroce (cidre, kombucha). Les
différences observées au niveau du métabolisme sont donc probablement liées aux
conditions de vie de chaque souche.

Le suivi de ces métabolismes a également mis en évidence la capacité de O. oeni a
pouvoir « recycler » certains métabolites produits par la bactérie. En effet, il apparait
gu'elle est capable de métaboliser le L-lactate (issus du métabolisme du malate) et
le mannitol (issus du métabolisme du fructose). En faisant cela, elle serait capable
de produire de nouveau de I'ATP alors méme qu'elle a épuisé le milieu de culture
en malate, citrate et sucre, ses principales sources de carbone. De plus, il a été
montré que le L-lactate en grande concentration pouvait inhiber la croissance de
O. oeni (Bauer and Dicks, 2004), sa consommation permettrait en quelque sorte de
détoxifier son environnement pour limiter limpact sur sa croissance.

Concernant le lien entre métabolisme ralenti du citrate et acido-tolérance chez O.
oeni, plusieurs hypothéses ont pu étre posées a l'issue de ces travaux. Pour cette
partie, le travail s'est concentré sur 7 souches, toutes appartenant au groupe A, mais
dont la vitesse de consommation de citrate différe (4 souches = PSU-1, NB_1911,
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Figure 6 : Substrats consommés et produits synthétisés par différentes souches de O. oeni

apreés croissance en milieu GEMO pH 3,6.

La quantité de substrats consommeés (A) et de produits synthétisés (B) en mM est indiquée pour chaque souche (en
blanc = consomme le citrate de maniére standard / en bleu = consomme le citrate de maniére ralentie) aprés 80 h
de croissance en milieu GEMO dont le pH a été ajusté a 3,6. Les différences significatives sont basées sur le test de
Kruskal-Wallis (p < 0,05).

Chez O. oeni, la consommation d'une mole de citrate abouti a la production d'une
mole d'acétate et une mole de pyruvate. Ce pyruvate peut ensuite étre orienté vers
plusieurs voies métaboliques (Figure 1) :

Pour la production de D-lactate, permettant la réoxidation d'un co-facteur

Pour la production d'acétate, permettant la production d’ATP

Pour la production de diacétyle, acétoine et butane-2,3-diol

Cette derniere voie serait utilisée par les bactéries pour I'élimination rapide du
pyruvate, puisque deux moles de pyruvate sont nécessaires pour produire une
mole d'a-acétolactate. En effet, il a été démontré chez une autre bactérie lactique,
Lactococcus lactis, que I'accumulation de pyruvate peut devenir toxique a bas pH
(Zuljan et al., 2014). Aussi, la production de D-lactate, d'acétate et de diacétyle/
acétoine (c.-a-d. les deux produits issus de l'a-acétolactate) a été suivie au cours
du temps chez deux souches standards (PSU-1 et NB_1911) et deux souches dont
le métabolisme est ralenti (NB_1858 et 23.1). Lors de la phase de consommation
de citrate, on constate que les deux souches lentes a métaboliser ont produit plus
de D-lactate et moins de diacétyle/acétoine (données non représentées) (Eicher et
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al., 2024b). On constate également que ces deux souches ont été en mesure de
consommer plus d’hexoses que les deux souches standards, principalement du
fructose.

De ce fait, un ralentissement du métabolisme du citrate pourrait étre a l'origine
d'une réorientation du pyruvate produit vers la production de D-lactate a l'instar de
la production de diacétyle/acétoine. En effet, 'enzyme a 'origine de la conversion du
pyruvate vers le D-lactate, la D-lactate déshydrogénase (Figure 1), est moins active a
bas pH. Lorsqu'une grande quantité de pyruvate est produite par la consommation
rapide de citrate, celui-ci doit étre rapidement métabolisé pour éviter I'effet toxique
qu'il pourrait avoir s'il se retrouve accumulé dans la cellule. C'est la raison pour
laquelle il serait principalement orienté vers la production de diacétyle/acétoine
dans les souches standards. Chez les souches métabolisant lentement le citrate, la
cinétique de consommation préviendrait I'effet toxique du pyruvate, qui pourrait
alors étre lentement métabolisé en D-lactate. Cette réorientation permettrait
la réoxidation de co-facteurs essentiels a la voie de la phosphocétolase (voie de
consommation des hexoses chez O. oeni, (Figure 1), qui serait alors activée. Cette
voie étant a l'origine de la production d'ATP, ceci pourrait expliquer comment les
souches qui métabolisent lentement le citrate ont été en mesure de pouvoir se
développer plus rapidement que les souches standards a bas pH.
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4 CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L'évolution expérimentale réalisée sur la souche de O. oeni ATCC BAA-1163 a montré
l'apparition systématique de mutations dans le locus cit au cours du processus
d'évolution. Ces mutations engendrent un ralentissement de la consommation
de citrate chez les populations évoluées obtenues, d0 a une dérégulation de
I'expression des genes de 'opéron citrate. Le ralentissement de la consommation
de citrate optimise l'acido-tolérance de la souche ATCC BAA-1163.

Ces résultats ont amené a explorer la régulation de I'expression de ce locus chez
O. oeni. L'implication de la protéine CitR en tant que répresseur transcriptionnel
de l'opéron a pu étre mise en évidence notamment grace a une complémentation
génétique de la souche ATCC BAA-1163, technique qui n'avait encore jamais été
réalisée avec succes sur O. oeni auparavant. Au cours de ces travaux, la présence
d'un ARN antisens complémentaire a la région 5 du géne mae a également été
révélée. Cet antisens pourrait étre a l'origine d'un deuxieme systeme de régulation
de I'expression du locus cit. En effet, des résultats de RT-gqPCR réalisés sur les trois
souches étudiées PSU-1, NB_1858 et ATCC BAA-1163 ont permis de mettre en
évidence une régulation particuliére de I'expression du géne maeP en comparaison
avec les autres génes (données non représentées). L'hypothese est que ce géne
serait soumis a une régulation post-transcriptionnelle via I'action d'endonucléases.
Ces dernieres cliveraient 'ARNm au niveau de maeP en début de croissance des
bactéries, permettant de limiter le transport et donc la consommation de citrate. Par
une régulation qui reste encore inconnue, I'expression de I'antisens serait induite en
milieu de croissance (qui semble correspondre au moment ou I'acide malique est
complétement consommeé). La fixation de cet antisens a mae permettrait d'induire
une modification de la structure secondaire du messager maemaePcitCDEFXG.
Ainsi, les endonucléases ne pourraient plus cliver 'ARNm de maeP, induisant son
expression et permettant l'initiation de la consommation de citrate. Cette hypotheése
devra étre vérifiée a I'avenir par le biais de différentes expériences (détection de
I'expression de l'antisens et diminution de son expression via la technique de RNA
silencing).

Le métabolisme du citrate, du malate et des sucres a été exploré chez des souches de
O. oeniauxorigines diverses. Ce travail a montré que les cinétiques de consommation
des substrats variaient grandement d'une souche a l'autre, qui pourrait étre expliqué
par la différence d'écosystemes rencontrés par chacune d'entre elles. De plus, ce
travail a mis en lumiére la capacité de O. oeni a métaboliser certains produits de
son métabolisme tels que l'acide L-lactique et le mannitol, lui permettant de créer
un pool d’ATP supplémentaire méme lorsque la totalité des sources de carbone est
épuisée. Enfin l'augmentation de l'acido-tolérance induite par le ralentissement de
la consommation du citrate pourrait étre expliquée par une modification des flux
métaboliques dans la cellule qui optimiserait la production d’ATP et le maintien de
la balance redox. L'expérience présentée ici a été réalisée a pH 3,6, mais la méme
expérience a également été faite a pH beaucoup plus bas (3,2) afin de se rapprocher
des conditions qui peuvent poser des problémes de fermentation en vin. A lissue
de cette expérience, une autre hypothése a pu étre émise, en lien avec I'expression
du géne mae qui intervient non seulement dans le métabolisme du citrate, mais
aussi celui du malate. En effet, une diminution de I'expression de ce géne pourrait
permettre d'optimiser la fermentation malolactique (Eicher et al., 2024b) et donc la
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prospérité de la bactérie a bas pH.

Ces travaux amenent de nouvelles connaissances sur les mécanismes par lesquels
O. oeni s'adapte a son environnement. Ici, c'est son métabolisme du citrate qui a été
minutieusement étudié. Celui-ci suscitait d'ores et déja un intérét certain puisqu'il
est a l'origine de la production de diacétyle, composé aromatique apportant des
notes beurrées au vin, et donc désiré en trés faibles quantités. Ces travaux ont
montré que non seulement le ralentissement du métabolisme du citrate chez O.
oeni pouvait porter un intérét de par la moindre production de diacétyle, mais que
cela permet également d'optimiser la survie de la bactérie dans les vins aux pH
acides. Ainsi, lors de la sélection de nouveaux ferments malolactiques, un intérét
tout particulier devra étre porté au métabolisme du citrate et a la séquence du locus
cit.

Enfin, une seconde évolution expérimentale a été initiée avec une souche
commerciale dans des conditions relativement similaires a la premiére évolution.
Les mutations acquises par les populations évoluées obtenues ne ciblent pas les
mémes génes ou voies métaboliques comparés a I'évolution menée avec la souche
ATCC BAA-1163, et de futures recherches seront donc menées pour comprendre
comment ces métabolismes peuvent étre impliqués dans la réponse au stress
acide de O. oeni. Aussi, cette évolution a donné lieu a I'obtention de bactéries qui
pourraient avoir le potentiel d'étre utilisées comme futurs ferments malolactiques,
ce pour quoi un dépdt d'invention a été effectué.

Fort de deux expériences d'évolution expérimentales réalisées sur O. oeni, un certain
savoir-faire a été acquis par notre laboratoire au cours de ces derniéres années.
Grace a cela, les conditions d'évolution pourraient étre optimisées a l'avenir pour
envisager 'adaptation de cette bactérie d'intérét cenologique a d'autres parameétres
pouvant étre une source de stress, tel que I'éthanol, latempérature ou la présence de
sulfites. Plusieurs perspectives sont envisagées, notamment I'adaptation de souches
provenant de groupes génétiques différents (et donc au fond génétique différent)
dans les mémes conditions afin de comparer les chemins évolutifs entrepris par
chacune d'entre elles. D'un point de vue plus appliqué, 'adaptation d'une souche a
I'éthanol est une piste envisagée puisqu’en raison du réchauffement climatique, la
teneur en alcool des vins a tendance a augmenter. Ceci est d a un avancement du
cycle biologique de la vigne, entrainant une modification de la composition chimique
des raisins au moment de la vendange, qui contiennent notamment plus de sucres
(Renée Mozell and Thach, 2014; van Leeuwen and Destrac-Irvine, 2017). Obtenir des
souches plus résistantes va donc s'avérer essentiel pour assurer la fermentation
dans de nouvelles conditions. Aussi, les populations obtenues a l'issue de la seconde
expérience d'évolution expérimentale, déja adaptée a l'acidité, pourraient étre
utilisées pour cette nouvelle expérience afin d'obtenir des souches adaptées aux
deux principaux parametres (pH et éthanol) responsables de la plupart des arréts
de fermentation en vin.
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