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= Ce quel'on sait d¢ja ...

» Tres peu isolée a partir de baies de raisin

» Concentration plus élevée sur des raisins contaminés par Botrytis

» Concentrations variables a différents moments, pour diverses raisons

Déclenchement
tardif de la malo

Ralentissement
ou arrét FA Variabilité des températures,
des niveaux de protection
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Ce que I'on sait aussi

Faibles besoins nutritionnels
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=== | asolution SO,

SO, total

~ rd

SO, libre SO, combiné

N 7N 7

SO, Actif HSO,

Combinaison Combinaison
H,SO4

stable instable
(aldéhydes) (sucres, acides)

Mais
Seul'le SO, actif est antiseptique

Ce SO, actif est dependant de : SO, libre
pH
Température
degré d’ethanol

Polyphénols

cCooO0p0o
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mmmm | © contexte actuel est favorable a Brett

Diminution des doses de SO, admises

Teneur en SO, total (mg/l) Rgt OCM | Rgt (UE) Bio-
vitifvini | VIN BIO dynamie
(DEMETER)
70 0-30

Rouge sec (sucre < 2g/l)

Rouge sec (sucre > 5g/1)

Blanc et rosé secs (sucre < 2g/1) 200 150 100 90 0-40

Blanc et rosé secs (sucre > 5g/1) 250 220 100 130 0-40

.8 Vignobles dela R
Vallee du Rhone

. et défavorable a I'activité du SO2

Augmentation du pH des
modts et des vins
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Résultats du Groupe National

« LUTTE CONTRE

BRETTANOMYCES » JaGTRElgglLTT&ggg iE\p;
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AXE 1 : BIODIVERSITE ET METABOLISME
AXE 2 : METHODES DE DETECTION
AXE 3 : OUTILS DE LUTTE EN CAVE

| Vignobles de la
[ Vallée du Rhone R INTER RHONE



"~ BIODIVERSITE ET METABOLISME




1488 isolats provenant de
- 29 pays

- 9 processus de fermentation
(vin, biere, kombucha, etc.)

12 marqueurs microsatellites
[Albertin et al., 2014 ; Avramova et al.,2018]

= 632 profils génétiques
différents
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Inferred ploidy

Tequila/Ethanol (CBS 5512-like)
I — |
a 2on 18 isolates

® 3n CBS 6055
® 4n/5n

Wine (CBS 2499-like)
| — |
573 isolates

CBS 2499

R

548 isolates AWRI1489
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Quel est I'effet du génotype sur la reaction vis-a-vis du SO2 ?

145 souches « dangereuses » cultivées a differentes doses de SO, actif : de 0,2 a 0,6 mg/L
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0.4 mg/l
0.6 mg/l

SENSIBLE

TOLERANTE

RESISTANTE

3 groupes génétiques de dangerosité différentes
- Sensibles: Mortalité a partir de 0.6 mg/L

- Tolérantes: Croissanceralentie sans effet sur le niveau de population atteint

T
200

- Résistantes : croissance normalejusqu'a 0,6 mg/L de SO, moléculaire
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sensibles o
résistantes

tolérantes

Pour plus de la moitié des souches testees, le
SO, n’'a pas l'effet espere
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En pratique : comment évaluer la dangerosité réelle ?

En connaissant le génotype :

Groupe triploide biere
SENSIBLE Autres groupes

. . Groupe triploide vin
Echantillon liquide TOLERANTE!RESISTANTEII “u
- — \\; MW Te-
1\"'- -'.-.::'.. s ; 500 470 pb
N feih 350 356 pb
JF e pCR 281 pb

—> Ajuster le traitement et limiter le SO2 si il est inefficace.

175

125
100

[solement sur milieu sélectif

( % Isvy

s | L
aaaaaaaaa QUITAINE MICROFLORA
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Quel est I'effet du niveau de population initiale ?

2 Souches X 3 Populations initiales
Sensible et tolérante 103, 10% et 10° cellules/mL

P

4 Doses de SO, actif Omg/L  05mg/L  09mg/L  1,1mg/L

060 oo oo g
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A 1083 cellules/mL :

1 2 3 4
SOztotaI 0 25 36 43
SOZIibre 0O 10 16 20
SOZactif 0 0509 11
Souche
N sensible
S0=ga
[i}]
5850
28344
2%
=
33 !
0%
20 e e B e )
I 10 20 30 40 50

Temps (jours)
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Souche sensible :

~0,5,09 et 1,1 mg/L de SO, actif

,

107 cellules/ml - _
10* cellules/ml — — = sensible
Jour 0 Jour 20 Jour 50
‘{f"‘ 0,5 et 0,9 mg/L de S0, actif II/'_'
: E4P
m - - = tolerante

A = sensible

VNC 7297

Jour 0 Jour 20
L
10° cellules/ml ) /1.1 mgiL de SO actif

L

|
|

Jour 50

Jour 20

Jour 0

o Cellules viables
o Cellules mortes
ef Cellules viables mais non cultivables (VNC)
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AXE 2

- METHODES DE DETECTION




Etude inter-laboratoire de I'usage des Kits
commerciaux de qPCR Brettanomyces

Confrontation de 3 kits de
gPCR concgus pour Brett

3 régions| Bourgogne 3 labo | Microflora 3 kits gPCR [ Kit 1
Bordeaux X Inter Rhone X Kit 2
Vallée du Rhone IUVV Kit 3

4 niveaux de contamination
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I Brett dans 5 vins naturellement contaminés

kil Q
Ri W W3 Ll LY Lol Lb) Perid
W1 [ 2310 34200 19200 24200 3308 [00=00¢] 36203
[Hétémgéne\ Wed| 00500 41502 00500 0000 04200 00200 (00201
msousval Py 1203 10201 [TIDT 04205 22202 00l
Wed| 14510 30:00 10:00% 19200 D3:10 15214 2
e 5] 00200 [23027 11200 14201 [13206 0020

Hétérogene

mortes ?

=) Protocole qPCR normalisé : ajout d’un contrdle interne
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NON, IL N'Y APAS DE METHODE PARFAITE !

Le bon choix en fonction

) oo du moment, de votre besoin, des signes
d Boite de Pétri

d gPCR 5 -
0 VvPCR eso1n
- Rapide
O Microscopie epifluo - Spécifique
Q Cytométrie en flux - Precis
(spécifique ou pas) —_— — 1
O Sniff'Brett Contraintes ?
O Phénols traces - Présence de Saccharomyces

- Risque (sucres, lies...)
- Traitements du vin (cellules mortes + VNC)

Type d’info ?

- Présence ou absence
- Quantification

- Etat physiologique
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AXE 3

~ OUTIL DE LUTTE EN CAVE




PREDICTION DU RISQUE THEORIQUE

Effet de 6 parametres du vin sur
Croissance Brett et production de phénol volatils

Niveau bas . vagag : Niveau haut
intermédiaire
3,5 4

, 12 17 22
Température (°C)
TAV (%) 13,5 14,5 15,5
Sucres (g/L) b 75 °
SO, actif (mg/L) ° 0 00

Lies (g/L)
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Création d'une application mobile

simple et conviviale

TA.V.
SO, libre

pH

Sucres
Temperature
Lies

11

Outils de prédiction
existants

mais non adaptés aux
vins rhodaniens

BRETTLESS 4

7
'
A ’
AGRICULTURES !
&TERRITOIRES '
CHAMBRE D'AGRICULTURE e
e Y | GESTION DU RISQUE
M 7 BRETTANOMYCES
i A i \ I
cenocentres ¢ 'MHLI |
e
r canot
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NETTOYAGE DES SURFACES
POUR ELIMINER LES BIOFILMS DE BRETT

R

INTER RHONE
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Pour conclure

Attention a
la résistance
au SO,

: Effet_ Chaque
opulation s
g analyse a sa

place

Attention a
la qualité

de la PCR
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GROUPE NATIONAL DE RECHERCHE

« LUTTE CONTRE BRETTANOMYCES »

Guide de gestion du risque nrichard@inter-rhone.com
BRETT en cave

vserpaggi@inter-rhone.com

CBthe Bt ot I Frul 0 3 anNntes 8 travall fU GrOUpE Wationsl e Rechans
4 LU CORITR BB CTan ey s s (Ul A BV N e Parbeanaes ESUs d UnMerstes,
o centres technigues, denereprisssde coreel et o aalyse ek de plaafanes de
recherche.

Ce document résume les donnéss essantelles 2 unebannegastondu risgue
des rechardhes menges

(- pour votre attention

=la gestdon durkque en cave et futllisatdon d*outlls o' alde
B la d&cklon.

Crdacument rasts un guide st 12 spdAcibs reglonae pour
lavinfication et 4 =vape desvins ne dokt pas &tre oubliée
Mows sommies corechkents qul st Impassible de metire @
place Un racethe Standard ou unutikare daerte unkarsel

Mk s rappels ot conmalsances réomiss prisats dans
':l oatte p g ecte somt L pour vous slder § apprélenderls tique
- de contamination o pou T wous Quidervens
Har '_:—.i_.;l '1E' ure gesdon stune maftrie o haque.
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