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Résumé

Elucider les interactions entre les espéces d’une niche écologique est une thématique
majeure en biologie. Grace aux avancées technologiques des méthodes de séquencage
haut débit, cette thématique connait un essor considérable dans le contexte des
communautés microbiennes. Elles permettent d’identifier les taxons présents, de
connaitre leurs abondances et de mesurer I’impact des conditions environnementales,
avec une tres grande précision. Les communautés microbiennes appelées SCOBY
(Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) ont représenté les modeles d’étude de ma
these. Ces communautés de levures et de bactéries, dispersées entre une phase liquide et
un biofilm de cellulose bactérienne, permettent d’élaborer le kombucha, une boisson
fermentée ancestrale, pétillante et acidulée. Dans un premier temps, la caractérisation par
métabarcoding d’une collection de 18 SCOBY d’origines variées a constitué une
ressource pour décrire la diversité taxonomique de ces communautés. Dans un second
temps, des séries temporelles, au laboratoire et en brasserie, ont permis de caractériser
leur stabilité au cours des fermentations successives.

Mots-clé : fermentation, kombucha, métagénomique, diversité taxonomique, SCOBY,
microbiologie.

Abstract

Elucidating the interactions between the species of an ecological niche is a major theme
in biology. Thanks to the recent advances in high-throughput sequencing methods, this
theme is experiencing considerable growth in the context of microbial communities. They
make it possible to identify the taxa present, to assess their abundance, and to measure
the impact of environmental conditions, with great precision. The microbial communities
called SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) represented the models of my
thesis. These communities of yeasts and bacteria, dispersed between a liquid phase and a
biofilm of bacterial cellulose, are involved in kombucha production, an ancestral
fermented soft drink. First, the characterization by metabarcoding of a collection of 18
SCOBYs of various origins constituted a resource to describe the taxonomic diversity of
these communities. Secondly, the study of time series, in the laboratory and in the
brewery, made it possible to characterize their stability during successive fermentations.

Keywords: fermentation, kombucha, metagenomics, taxonomic diversity, SCOBY,
microbiology.
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Introduction

Préambule

A I’origine des travaux que je vais présenter dans cette these, se trouve I’entreprise
Bio Brasseurs, productrice du kombucha a Strasbourg, qui a souhaité orienter sa
démarche stratégique vers une meilleure connaissance des communautés
microbiennes. Ainsi, un dispositif CIFRE a pu étre monté, dans le cadre d’une
collaboration de recherche avec 1’équipe Variation intra-specifique etévolution
des génomes dirigée par le Pr Joseph SCHACHERER, au sein dulaboratoire de
Génétique Moléculaire, Génomique et Microbiologie, UMR7156. Dans ce
dispositif, toute entreprise de droit frangais peut financer le travail d'un doctorant
pour le placer au coeur d'une collaboration de recherche avecun laboratoire public.
J’ai pu étre intégrée dans ce dispositif en tant que doctorante, grace a ma
connaissance passée du kombucha, développée lors de mon projet de fin d’études
et lors de mon implication dans le démarrage des activités de production de la

brasserie.

Bio Brasseurs Sas E—T;)







L’alimentation pour I’Homme est une fonction vitale qui a évolué au cours du
temps. L’exploration des ressources disponibles dans la nature était la premicre
finalité avec la cueillette, la chasse et la péche. L utilisation de ces produits a 1’ état
brut s’est complétée des processus de transformation, dont les fermentations qui
permettent une diversification des aliments. Parmi ces aliments, Le kombucha est
une boisson obtenue par fermentation d'une infusion de thé sucrée. Les
communautés de micro-organismes, qui effectuent les transformations par
fermentation, incluent des espéces pouvant appartenir a différents domaines du
vivant et constituent des modeles intéressants pour 1’étude des interactions entre
espéces. La compréhension des communautés impliquées dans les processus
fermentaires est en plein essor avec le développement des méthodes moléculaires
appliquées a des approches métagenomiques. Cette introduction va décrire, dans
une premiere partie, les spécificités du kombucha et de sa fermentation par rapport
aux grandes familles de boissons fermentées. La deuxieme partie sera consacrée
aux methodes d’études des communautés microbiennes avec en particulier
I’apport des méthodes les plus récentes basées sur les techniques de séquencage

dites a ‘haut débit’.

1. Les communautés microbiennes

1.1. La diversité des communautés microbiennes a travers les aliments fermentés

Avant de se consacrer aux communautés de micro-organismes du kombucha, il
est intéressant d’avoir un survol de 1’ensemble des aliments fermentés. Pour
illustrer tous les aspects de cette diversite, une large gamme de produits fermentés
ont été groupés en fonction des familles de produit dans une table périodique
(Figure 1, Ganzle, 2022). Vingt familles de produits ont été identifiées en fonction
du produit fini obtenu, avec une grande part d’entre elles correspondant aux

boissons fermentees telles que les biéres, les vins, les produits laitiers, les



vinaigres, le kombucha, le café et diverses autres boissons moins connues. Ces
boissons se distinguent donc bien sdr par les micro-organismes qui ont permis de
les élaborer et par leur présence dans le liquide directement ou adhérant a un
support solide, ou dans les deux, comme dans le cas du kombucha, du vinaigre ou
des kéfirs. Différents types de fermentations ou de transformation du substrat
peuvent se dérouler et plusieurs cycles fermentaires peuvent étre nécessaires,
comme pour le kombucha qui résulte de la fermentation alcoolique et de celle dite
acetique. Une caractéristique importante renseignées par cette table est la
présence ou non de micro-organismes vivants dans le produit consommé alors que
ces produits sont souvent consommeés pour leurs propriétés probiotiques réelles
ou supposées. Les produits cuits (comme le pain) ou distillés (comme la téquila)

ne contiennent plus les micro-organismes présents lors de la fermentation.

Figure 1. Classification des aliments fermentés selon un principe de table
périodique.

Ce tableau permet de visualiser les informations sur I’origine géographique, les
ingrédients principaux, le pH, la durée de fermentation, les métabolites majeurs, les
micro-organismes principaux et le besoin (nom souligné) ou non de starter. Le kombucha
est encadré. (Ganzle, 2022) (image haute résolution a ce lien
https://drive.google.com/drive/folders/10cH7XaNgqGQAKdL3VHhd1tzZWXIGaTdfkV)
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1.2. Diversité des communautés microbiennes selon le processus d’initiation de
la fermentation

Pour I’étude des communautés microbiennes impliquées dans 1’¢laboration des
aliments fermentés, il est important de prendre en compte 1’origine des micro-
organismes impliqués a savoir s'ils proviennent de la flore indigene du substrat
initial ou s'ils ont été ajoutés. Cette distinction reflete la maniere dont les
communautés microbiennes se constituent puis sont propagées et permet de
comprendre les variations en compositions microbiennes observées pour le méme

produit.

1.2.1. Communautés constituées lors de fermentations spontanées

Lorsqu’on parle de fermentation spontanée, aucun ajout de micro-organisme n’est
effectué et seule la microflore indigeéne et/ou celle de 1’air environnant contribue

a I’élaboration de la composition microbienne (Callanan et al., 2021).

Comme exemples, on peut citer les communautés qui se forment lors de la
fermentation des graines de cacao et celle des bieres de style lambic. On peut aussi
citer le processus de lacto-fermentation pour obtenir de la choucroute, des pickles
ou du kimchi. 1l faut souligner que dans ces derniers exemples, des composés sont
ajoutés en début de fermentation pour inhiber les activités non désirées de micro-
organismes présents dans la flore indigéne. Ainsi, pour les végétaux
lactofermentés, une teneur élevée en sel (2%) ralentit 1’activité des levures et des
champignons mais pas celle, désirée, des bactéries lactiques. La fermentation
développe ensuite un environnement non propice aux développements microbiens

ultérieurs de contaminants exogeénes.

Dans le cas des fermentations spontanées, les fluctuations saisonniéres et les
différences de qualité du substrat initial contribuent aux variations de composition

des communautés microbiennes et par conséquent aux propriétes de 1’aliment



fermenté. Ainsi, les compositions microbiennes du kimchi produit par la
fermentation de choux préalablement conservés en chambre froide, différent de

celles de kimchi produit avec des choux fraichement récoltes.

1.2.2. Communautés constituées lors de 1’utilisation de starters

Pour certains types de fermentation ou pour améliorer la maitrise de certains
procédés spontanés, 1’ajout intentionnel de micro-organismes, sous forme de
starter, est pratiqué pour initier ou conduire la fermentation (Callanan et al., 2021
; Min et al., 2022) Un starter est défini comme une préparation ou un matériel
contenant soit un micro-organisme particulier soit un grand nombre de micro-
organismes variés qui est ajouté pour initier, accélérer ou améliorer le
déroulement d’une fermentation (Corsetti et al., 2012). De nombreux aspects

caractérisent les starters :

- un starter peut étre utilisé soit en complément de la microflore indigene ou
comme seule source de micro-organismes suite a I’¢limination de la flore
indigéne, généralement par chauffage,

- il existe des starters primaires ou secondaires, selon qu’ils sont ajoutés au début
de la fermentation pour I’initier ou la stimuler, ou en cours de fermentation afin
d’affiner les ardbmes du produit final (Parente et al., 2017).

Nous allons décrire la classification des starters en se basant sur la fagon dont ils
sont élaborés (Parente et al., 2017) car cet aspect conditionne le statut de leur

composition microbienne qui peut étre indefinie ou définie.
1.2.2.1. Les starters naturels obtenus par fermentation spontanée

Certains starters sont eux-mémes obtenus par fermentation spontanée. Dans
I’exemple des levains du pain, les starters sont obtenus a partir de la fermentation
des mémes types de substrats que la pate de pain au levain, a savoir de la farine

et de I’eau. Il y a cependant des différences avec la fermentation de la pate a pain :
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certaines farines, comme celle de seigle, sont plus appropriées pour I’élaboration
d’un starter et du sucre est souvent ajouté pour favoriser la fermentation. La
maturation d’un starter de levain dure plusieurs jours et il est ensuite entretenu en
ajoutant de la farine et du sucre a une fraction du starter mature, un processus
appelé back-slopping. Les micro-organismes impliqués proviennent de la farine
mais aussi de ’atelier ou le starter est élaboré, la composition de ces starters
naturels est donc indéfinie car le nombre de souches microbiennes et leurs
proportions sont variables d’un atelier a I’autre et selon de degré de maturation
(von Gastrow et al., 2022). Ces starters sont ensuite utilisés pour ensemencer les
divers mélanges de farines utilisées pour la fermentation des pates au levain
donnant différentes sortes de pain. De nouveaux starters peuvent étre générés a

tout moment en recourant a une fermentation spontanée.
1.2.2.2. Les starters naturels dépendants du produit final de fermentation

Pour les produits fermentés tels que le kombucha, les kéfirs et le Gwell, un gros
lait fermenté en Bretagne, il est impossible de recourir a une fermentation
spontanée. De plus, une de leur particularité est que le produit final de la
fermentation (ou les produits) est également I’inoculum de la fermentation
suivante : il faut impérativement disposer du ou des produits de la fermentation
pour démarrer une nouvelle fermentation. Si le produit/starter est perdu ou altéré,
il est nécessaire de s’en procurer auprés de producteurs amateurs ou
professionnels. Le procédé de propagation est également appelé back-slopping et

la composition de ces starters naturels est indefinie.
1.2.2.3. Les starters commerciaux définis

Leur composition est connue, aussi bien pour le nombre de souches présentes que
pour leurs proportions. Chaque souche ayant été cultivée individuellement et
préalablement caractérisée, sélectionnée, voir améliorée (mais non OGM) (Derkx

et al., 2014). Ces starters sont utilisés pour les mémes types de fermentations que
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celles conduites avec des starters indéfinis, leur intérét réside dans 1’utilisation de
souches qui présentent des propriétés fonctionnelles et un potentiel technologique
connu. Ces souches ont été sélectionnées soit pour leur capacité a fonctionner sans
étre affecté par des variations dans la composition de la matrice de base de
I’aliment, soit li¢ a un apport technologique conférant a 1’aliment des propriétés
particulieres. Pour un effet optimal, les souches utilisées doivent étre adaptées a
chaque type de fermentation (Aldrete-Tapia et al., 2020), ce sont donc des starters

tres spécialisés.

De maniere générale, si on compare la composition d’une microflore indigene
avec celle d’un produit fermenté spontanément par cette microflore et celle des
starters naturels qui peuvent en dériver, on peut observer une diminution continue
de la complexité de la composition (Gibbons and Rinker, 2015). Cette diminution
de la complexité (ou de la diversité) se mesure par le nombre de taxons présents
et par leurs proportions similaires. La diversité diminue parce que des taxons de
la microflore indigéne disparaissent, parce qu’ils n’étaient pas pré-adaptés aux
conditions du milieu de fermentation, et que d’autres deviennent majoritaires.
Cette diminution de la diversité est encore plus importante pour les starters qui
sont entretenus par back-slopping sur de longues périodes. Elle peut
s’accompagner d’une évolution des taxons présents, par différents mécanismes
comme la sélection d’événements de mutation, d’hybridation ou de transfert
horizontal de génes qui leurs conférent un avantage sélectif dans les conditions de
fermentation. Ce processus est apparenté a une forme de domestication de ces
communautés microbiennes. La domestication est poussée a son extréme pour les

starters composés d’un assemblage définis de souches pures (Figure 2).



microflore fermentation starter starter
indigéne spontanée naturel défini

v —

sélection
intentionnelle

*’ microorganisme sauvage préadapté

* microorganisme adapté spécialisé

niveau de complexité (diversité)
de la composition microbienne

Figure 2. Diminution de la complexité des compositions des communautés microbiennes
au fur et a mesure de la spécialisation des starters (adapté de (Gibbons and Rinker, 2015))

1.3. Le kombucha sous toutes les coutures

Le kombucha est une boisson obtenue par fermentation microbienne d'une
infusion de thé sucrée. L’ensemble des micro-organismes impliqués porte le nom
de SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) (Soares et al., 2021). La
boisson est légérement sucrée, d’ou sa faible teneur en calories, légérement
effervescente et sa saveur fruitée et acidulée. Elle est rafraichissante et constitue
une alternative saine aux boissons de type soda. Sa composition comprend divers
sucres dont le saccharose, le glucose et le fructose, avec une teneur globale de
I’ordre de 3% (v/v). Elle comprend également des acides organiques comme
I'acide acétique, gluconique et glucuronique, des vitamines hydrosolubles, des
acides aminés, des amines biogenes, des purines, des pigments, des lipides, des
protéines, des enzymes hydrolytiques, de I'éthanol, du dioxyde de carbone, des
polyphénols, de I'acide D-saccharique-1,4-lactone, des minéraux (manganeése, fer,
nickel, cuivre, zinc, plomb, cobalt, chrome et cadmium), des anions (fluorure,
chlorure, bromure, iodure, nitrate, phosphate et sulfate) et des produits
métaboliques des levures et des bactéries (Jayabalan et al., 2014). Le kombucha
contient aussi de 1’éthanol, généralement a des teneurs inférieures a 1.2 % ce qui

lui permet d’étre accepté comme boisson non alcoolisée (Code de la santé
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publique, 2016) mais il existe des procédés permettant de produire des ‘hard
kombucha’ pouvant titrer jusqu'a 5% d’éthanol. Lorsqu’elle n’est pas pasteurisee,
la boisson contient également des bactéries et des levures vivantes. C’est une
boisson décrite comme fonctionnelle car de nombreuses études lui conferent des
propriétés biologiques intéressantes pour les organismes qui la consomment
(Jayabalan et al., 2014 ; Diez-Ozaeta and Astiazaran, 2022).

1.3.1. Histoire du kombucha

L’origine géographique du kombucha reste indéterminé bien que liée a une région
ou un pays d’Asie de I’est : Japon, Mandchourie, Tibet, Corée et Russie sont des
prétendants (Petruzzello, 2021).

La mythologie du premier kombucha rapporte I’histoire millénaire d’un
phénomene spontané : une infusion sucrée par du miel est oubliée pendant
quelques jours et finit par avoir une couche qui flotte a la surface. Les mouches
de fruit attirées par le sucre auraient contaminé le liquide par des bactéries
acétiques et lactiques dont I’activité auraient donné le premier kombucha
(Tadeusz, 2020).

I1 est également dit qu'un médecin nommé “Kombu” a introduit le champignon
du thé, “cha” au Japon vers 414 apres J.-C. depuis la Corée, afin de soigner les
troubles digestifs de I'empereur Inkyo (Jarrell et al., 2000).

Le thé Kombucha a été reconnu au Japon a la fin du 19e siécle et était appelé "thé
champignon” ou "thé Kvass". Plus tard, avec I'extension des routes commerciales,
le "Thé Kvass" se serait répandu en Inde et en Russie par les routes commerciales.
Le kombucha s'est répandu en Russie dans les années 1800 et a été reconnu
comme une médecine populaire efficace dans de nombreuses communautés
rurales. La Russie est donc probablement le berceau du kombucha moderne.
Entre (1913-1995), le kombucha s’est diffusé et a commencé a étre une pratique

de fermentation au sein du foyer. Durant le XIXe siécle, le kombucha a été
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introduit en Europe (Suisse, Danemark, Pologne, Allemagne, Hongrie, Italie,
Espagne, France et en Afrique du Nord (les pays gouvernés par la France) (Blanc,
1996 ; Frank et al., 2008). Le kombucha était tres populaire en Russie et en Europe
jusqu'a la seconde guerre mondiale. En Italie, le kombucha est devenu la boisson
favorite des élites de la société (kombucha kamp, n.d.) Des études sur les bienfaits
de la consommation réguliére du kombucha ont été tenues en Suisse durant les
annees 1960, puis en Russie, suite a la catastrophe nucléaire de Tchernobyl en
1986, ou le kombucha est présenté comme une boisson procurant une meilleure
résistance aux polluants (Soares et al., 2021). Le kombucha a été brassé a la
maison dans des bocaux a petits volumes, considéré comme une sorte de
médecine traditionnelle. Le consortium microbien a été partagé entre les membres
des familles et les amis. Une des méthodes adoptées a été le partage de 1I’inoculum
en quatre : un quart est gardé, et le reste est offert a des membres de lacommunauté
(Tadeusz, 2021). Ce qui explique la diffusion rapide du kombucha maison.

A partir de 1995, le kombucha s’est diffusé en tant que boisson commercialisée.
C’est au début des années 1990 que des marques allemandes se sont lancées dans
la production et la commercialisation du kombucha.

En paralléle aux Etats-Unis, la premiére brasserie commercialisant cette boisson
s’est établie en Californie. A cette échelle, le kombucha est devenu une boisson
Iégere et fonctionnelle qui se veut plus agréable que médicinale et une bonne
alternative aux sodas pour les consommateurs de boissons non alcoolisées
(Tadeusz, 2021).

1.3.2. Déroulement d’une fermentation de kombucha

1.3.2.1. Une fermentation dans deux fractions : la phase liquide et le biofilm
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Une caractéristique essentielle de la fermentation de kombucha est que I’activité
des micro-organismes du SCOBY se déroule dans deux phases (Figure 3) : la
fraction liquide issue de I’infusion de thé d’une part et une fraction solide ou
biofilm macroscopique d’autre part, qui est formé de cellulose synthétisée par

certaines espéces bactériennes du SCOBY (Soares et al., 2021).

biofilm « fille »
liquide fermenté

biofilm « mére »

Figure 3. : Fermentation domestique du kombucha au bout de 14 jours (1.2 litres)

En fin de fermentation, la fraction liquide est utilisée comme boisson mais aussi
comme une partie du starter pour initier la fermentation suivante. Elle permet une
acidification de la nouvelle infusion de thé sucrée et la propagation d’une partie
de lacommunauté microbienne avec des concentrations qui atteignent 1.10® CFU
(Colony Forming Unit)/ml pour les levures et 1.10° CFU/mI pour les bactéries
(Coton et al., 2017 ; Jayabalan et al., 2014).

Le biofilm est utilise comme I’autre partie du starter pour reconstituer un SCOBY
complet. En effet, il s’agit d’une couche de cellulose translucide qui flotte a
I'interface liquide-air et qui se constitue au cours de la fermentation. Son épaisseur
finale est d’environ 1 cm, soit 50 g, pour un volume d’un litre de fermentation.
Dans les cuves de fermentation, il peut atteindre plusieurs kilogrammes d’ou le
qualificatif de macroscopique. Il contient des bactéries et des levures avec des
concentrations en CFU/g dix fois plus élevées que dans la fraction liquide (Coton
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etal., 2017 ; Gramza-Michatowska et al., 2016). Le biofilm utilisé comme partie
du starter s'appelle le biofilm “mére”. Pendant la fermentation, ce biofilm “meére”
descend progressivement au fond du liquide et la nouvelle couche de biofilm qui
se forme a la surface est appelée “fille”. Pour la fermentation suivante, c’est
généralement le biofilm “fille” qui est utilis¢ comme partie du starter lors du
processus traditionnel de back-slopping (et de fait, il devient “mére”). Le biofilm
“meére” peut également étre réutilisé et donner une deuxieme “fille”. C’est souvent
par ce moyen que les producteurs amateurs partagent leur starter. Selon le livre
décrivant les bonnes pratiques d’élaboration du kombucha artisanal (Crum and
LaGory, 2016) des observations relatives a 1’aspect du biofilm sont décrites : sa
couleur varie du blanc au brun clair, il résiste a la déchirure lorsqu'on le presse

entre le pouce et I'index.

La fermentation de kombucha peut étre effectuée dans le seul but de produire ce
biofilm de cellulose (Kiangkitiwan et al., 2022) dont de nombreuses applications
comme biopolymeére dans les secteurs médicaux, cosmétiques et textiles,
notamment, sont a I'étude (Mishra et al., 2022). En effet, la cellulose bactérienne
présente une structure en nanofibrilles ainsi qu’une pureté et des propriétés

mécaniques plus intéressantes que la cellulose d’origine végétale.

1.3.2.2. Evolution des compositions biochimiques et microbiologiques au cours

du processus

La fermentation principale du kombucha, initiée selon le mode traditionnel de
back-slopping, dure généralement 15 jours. La composition biochimique du
liquide évolue au cours du temps, avec la diminution de la concentration en
saccharose en paralléle de I’augmentation transitoire de celles du glucose et du
fructose. Leur consommation est associée a la formation d’éthanol dont la

concentration augmente pour atteindre son maximum vers le huitiéme jour. La
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concentration des acides organiques, comme [I’acide acétique, augmente
continuellement et le pH diminue passant d’une valeur initiale de 5,5 a 3. En
parallele, le biofilm-fille s'épaissit a I'interface air-liquide (Malbasa et al., 2008).
Les concentrations en micro-organismes dans le liquide augmentent d’un facteur
10 en cours de fermentation avec des variations selon les taxons dépendant de la
composition microbienne initiale (Coton et al., 2017).

I1 est a noter qu’il n’y a pas de réglementations pour encadrer la production de
kombucha commercialisé. Certaines boissons vendues comme kombucha ne sont
pas produites en utilisant la méthode traditionnelle de back-slopping mais par
refermentation courte, aprés dilution du liquide d’une fermentation précédente
dans une infusion de thé sucré, processus appelé ‘one-day’ kombucha

(https://www.mannanova.com/manna-k-fr). Par conséquent, ces boissonspeuvent

présenter des teneurs en sucres, en différents composés et des compositions en

micro-organismes tres variables selon le fabricant.

1.3.2.3. Interactions entre micro-organismes

Jusqu'a présent, aucune étude n’a clairement démontré quelles sont les voies
métaboliques impliquées dans cette évolution des compositions en métabolites
principaux et en micro-organismes au cours de la fermentation de kombucha. La
version la plus citée dans la littérature décrit I'utilisation du saccharose par les
levures, qui est hydrolysé en glucose et fructose grace l'invertase qu'elles
produisent. Ces études décrivent que les bacteries présentes seraient incapables
d’utiliser le saccharose ce qui rend leur activité dépendante de la présence des
levures (Tran etal., 2020a ; Villarreal-Soto et al., 2018). Cependant,I’acidification
causée par 1’ajout du liquide d’une fermentation précédente peut entrainer une
hydrolyse du saccharose en sucres simples qui pourrait étre suffisante pour initier

I’activité des bactéries, ce qui expliquerait que nous avons
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observé la formation d’un léger biofilm de cellulose dans une infusion de thé
sucrée ensemencée avec une culture des seules bactéries (observations non
publiées). Les levures utilisent ensuite une partie du fructose et du glucose pour
produire de 1’éthanol. Les bactéries utilisent les sucres simples en présence
d’oxygene, pour produire de la cellulose et des acides organiques et utilisent
I'éthanol pour produire de I'acide acétique (Dufresne and Farnworth, 2000). Les
interactions entre micro-organismes, illustrées par la Figure 4, ne sont pas encore
clairement définies, comme le montre bien les différentes dénominations : le
terme SCOBY, qui suggeére des interactions de type symbiotique, est largement
utilisé, mais le terme KMC (Kombucha Mutualistic Consortium) est également

utilisé par certains auteurs (Goes-Neto et al., 2021).

Deux études de (Tran et al., 2022a, 2020b) realisées sur des combinaisons
d’espéces de levures et de bactéries en mono- et co-cultures, suggerent que les
levures stimulent la formation du biofilm. Les hypothéses émises pour expliquer
cette stimulation supposent un effet structural soutenu par les formes cellulaires
filamenteuses ou pseudo-hyphales observées pour les levures, ainsi qu’un effet
métabolique avec apport de nutriments aux bactéries, suite a 1’autolyse possible
des levures. Ces observations sont certainement dépendantes des espéces

présentes.

Figure 4. Les interactions métaboliques principales qui seraient impliquées dans la
composition finale du kombucha (May et al., 2019)
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1.3.2.4. Aromatisation et deuxiéeme fermentation optionnelles

A la fin de la fermentation principale, les biofilms cellulosiques mére et fille sont
retirés et une filtration grossiere peut avoir lieu afin d’éliminer les éventuelles
particules de cellulose. Le liquide géneéré est transvasé dans des bouteilles en verre
étanches. Il existe des étapes supplémentaires, appliquées dans les productions
artisanales et industrielles qui visent a améliorer la qualité sensorielle de la
boisson. Une pratique courante consiste a prolonger la fermentation en absence
d’oxygene. Il s’agit d’une fermentation secondaire réalisée sans 1’ajout d’un
inoculum, réalisée en bouteille capsulée ayant comme objectif la production d’un
maximum de pétillant mais qui s’accompagne d’une augmentation de la teneur en
éthanol. L’autre pratique est une étape d’aromatisation durant laquelle des
composés aromatiques tels que des fruits, des herbes et des huiles essentielles sont
ajoutés a la boisson. L'incorporation totale des arémes dans le bouillon prend entre
2 a 5 jours selon la puissance du composé (Crum and LaGory, 2016). Dansla
production industrielle ou une limite de teneur en alcool est définie, afin de nepas
étre considérée comme boisson alcoolisée, 1’aromatisation peut se dérouler sans

passer par une étape de refermentation en anaérobiose. 1l suffit d’ajouter, en
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cuve et a froid, les jus ou les fruits ou les substances aromatiques et d’ajouter du
gaz carbonique avant I’étape d’embouteillage afin d’augmenter le pétillant. Ces
étapes impactent les compositions en métabolites et les compositions en micro-
organismes, notamment si les composes pour 1’aromatisation sont porteurs d’une

microflore indigéne.

L’aromatisation chez BioBrasseurs se fait par ajout de jus de fruits ou racines
pressés a froid (gingembre, curcuma, jus de pomme, d’orange de péche et de
framboise) ou par infusion a froid de boutons de rose, de mauve, d’hibiscus, de

café ou de cannelle et d’anis.

1.3.3. A quels taxons appartiennent les levures et les bactéries impliqués dans la

production de kombucha ?

Le nom du SCOBY référe a la présence d’une multitude de micro-organismes
cohabitant ensemble. L’osmotolérance, la résistance a 1’éthanol, a I’acétate et une
température de multiplication variant de 20°C a 30°C représentent les
caractéristiques rassemblant la communauté active dans un SCOBY. Dans cette
partie, nous allons détailler les différents taxons qui ont été détectés dans les

études précédemment publiées sur le sujet.
1.3.3.1. Les levures
Les levures détectées dans différents kombucha couvrent un large spectre

taxonomique avec des espéces qui appartiennent a la sous-division des

Saccharomycotina et a celle des Taphrinomycotina.
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1.3.3.1.1. Levures de la famille des Pichiaceae (Saccharomycotina)

Les levures de la famille des Pichiaceae sont systématiquement détectées dans les

SCOBY analysés. Les levures mise en évidence appartiennent a deux genres

*Les levures du genre Brettanomyces

Les levures du genre Brettanomyces ont été découvertes vers 1903 dans des
vieilles bieres anglaises (Verachtert and Derdelinckx, 2014). Du point de vue
métabolique, le genre Brettanomyces consomme le sucre et accumule 1’éthanol
dans les conditions aérobiques. Il a aussi la capacité de produire une sorte de
biofilm ou pseudo hyphes. En absence d’oxygene, la fermentation alcoolique est
inhibée et le sucre est converti en acétate (Lebleux et al., 2020). Brettanomyces
semble présenter une capacité a s’intégrer a différents milieux fermentaires.

Les différentes espéces de Brettanomyces qui ont été isolées du kombucha et
détectées appartiennent principalement a deux espéces : B. bruxellensis et B.
anomalus (Coton et al., 2017 ; Grassi et al., 2022 ; Marsh et al., 2014 ; Reva et
al., 2015). B.bruxellensis, détecté dans une large gamme de produits fermentés,
est étudié surtout car il cause des altérations organoleptiques dans le vin . Les
phénols volatils produits a partir des acides hydroxycinnamiques présents dans la
pellicule des raisins donnent une odeur désagréable de cuir ou de sueur de cheval
aux vins (Suarez et al., 2007). Ces mémes composés aromatiques, essentiellement
1’éthyl phénol, sont appréciés dans d’autres boissons telles que la biere de style
lambic et le kombucha auxquels ils procurent une odeur typique. Le séquencage
du génome entier de nombreux isolats a montré une variabilité au niveau de la
composition des génomes avec différents niveaux de ploidie (diploides,
autotriploides et allotriploides) et différents événements de polyploidisation
(Eberlein et al., 2021 ; Gounot et al., 2020).

L’ensemble des 71 isolats caractérisés de cette espece se répartissent en six sous-

populations qui correspondent a différents milieux anthropiques nommeées a partir
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de rapports précédents (Avramova et al., 2018 ; Gounot et al., 2020) vin, biere,
tequila/bioéthanol, kombucha illustrés par la (Figure 5). Il semble que les divers
niveaux de ploidie permettent de répondre a une adaptation aux exigences du
milieu fermentaire (Eberlein et al., 2021). 1l a été souligné que le niveau de ploidie
est conservé au sein des sous-populations génétiquement divergentes et chaque
sous-population est caractérisée par un événement de polyploidisation qui lui est
propre.

La structure de la population est principalement expliquée par le niveau de ploidie
(~47% de la variance), suivi par l'origine géographique (~5% de la variance) et
finalement par I’origine écologique (~6% de la variance) (Avramovaet al., 2018).
Cependant, en considérant les isolats non viticoles, l'origine géographique
explique ~55% de la variance totale indiquant que les isolats du vin sont fortement
disseminés a travers le monde par rapport aux souches isolées d'autres substrats.
Quant aux souches de B. bruxellensis isolé du kombucha, il a été mis en évidence
en séquencant le génome entier de 3 souches que deux appartenaient a une méme
sous population diploide et une a une sous population tétraploide (Eberlein et al.,
2021).

*Les levures du genre Pichia

Le genre Pichia est également souvent représenté dans différentes boissons
fermentées et il a la particularité de former une couche a la surface de vin
(Comuzzo and Battistutta, 2019).
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Figure 5. Diversité génétique au sein des especes de Brettanomyces bruxellensis : Les
Six sous-populations sont représentées par différentes couleurs sur 1’arbre qui a été
construite a partir des courtes lectures générées par un séquencage illumina du génome
entier des 71 isolats de B. bruxellensis alignées sur le génome de référence B. bruxellensis
(Fournier et al., 2017) et les 24 313 variants génétiques répartis uniformément sur le
génome (Eberlein et al., 2021). Le niveau de ploidie de chaque population a été
schématisé, trois chromosomes représentent les triploides et deux chromosomes
représentent les groupes diploides, Les chromosomes gris clair, gris foncé et blancs
représentent les génomes indépendants haploides acquis d'espéces sceurs inconnues.

C'est peut-étre cette caractéristique qui explique sa présence sur un support
cellulosique dans une fermentation de type kombucha. C’est majoritairement
I’espece Pichia membranefaciens qui a été détectée (Coton et al., 2017) en plus
d’autres espéces minoritaires comme P. occidentalis. Les levures de cette famille
présentes dans les SCOBY appartiennent également aux espéces Kregervanrija
fluxuum et Kregervanrija pseudodelftensis,qui ont été définies a partir d’un méme
taxon anciennement nommé Pichia fluxuum, apres séquencage des régions ITS1
et ITS2 de I’ADNr (Kurtzman, 2006).
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1.3.3.1.2. Levures de la famille des Saccharomycetaceae (Saccharomycotina)

Dans la famille des Saccharomycetaceae, trois genres sont détectés dans les
SCOBY : le genre Saccharomyces, le genre Zygosaccharomyces et le genre
Candida.

*Les levures du genre Saccharomyces

L’espéce modéle Saccharomyces cerevisiae est régulierement détectée dans les
SCOBY (Liu et al., 1996). Cette espece est utilisée pour de nombreux processus
de fermentation allant de la fermentation du vin a celle de la biere en passant par
le pain et les fromages. Pour cette espéce, la séquence génomique de plus de 2000
isolats est disponible, dont plus de 1000 ont été séquencés et analysés dans mon
équipe d’accueil (Peter et al., 2018). Cette étude a révélé que ces isolats sont
répartis dans 26 sous-populations qui se distinguent soit par leur origine
géographique, dans le cas des isolats de la nature, soit par leur origine écologique
(Figure 6). Il serait intéressant de savoir si les isolats de S. cerevisiae isolés de
kombucha sont regroupés dans 1’une de ces sous-populations ou s’ils sont

distribués dans plusieurs sous-populations.

*Les levures du genre Zygosaccharomyces

Le genre Zygosaccharomyces a également été identifié dans plusieurs études
(Marsh etal., 2014 ; Sievers et al., 1995), et majoritairement dans la derniére étude
avec une abondance relativement importante supérieure a 95% dans certains
échantillons (Marsh et al., 2014). Différentes especes ont été caractérisées comme
Z. rouxii, Z. bailii et Z. lentus (Jayabalan et al., 2008 ; Liu et al., 1996 ; Steels et
al., 1999). L’espece Z. lentus en particulier est caractérisée pour son
osmotolérance, sa capacité a croitre a des valeurs basses de pH. Elle est considérée
comme un contaminant des jus de fruits (Steels et al., 1999) contrairement au

kombucha ou I'environnement acide semble propice pour son développement.
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Figure 6. Arbre phylogénétique, de type Neighbour Joining, basé sur la diversité
nucléotidique entre 1011 isolats naturels de Saccharomyces cerevisiae. Plusieurs sous-
populations domestiquées ou sauvages sont retrouvées et réparties au sein de 26 clades
specifiques et 3 régions mosaiques. Une matrice des distances établie entre les 1 544 489
sites bialléliques des 1011 souches a été utilisée pour construire cet arbre. Figure adaptée

de Peter et al., 2018.
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*Les levures du genre Candida

Le genre Candida a été détecté dans un grand nombre de boissons a base de
kombucha et majoritairement dans I’étude de (Chakravorty et al., 2016).
Differentes espéces ont été isolées C. obutsa, C. famata, C. guilliermondii, C.
colleculosa, C. kefyr, C. krusei, et C. stellata (Ramadai and Abulreesh, 2010 ;
Teoh et al., 2004) a partir de différentes origines geographiques : Mexique, Arabie
Saoudite, Australie et Turquie. Dans 1’optique d’une reclassification des especes
anamorphiques dans les genres typés téeléeomorphes (Englezos et al., 2017), le
genre Starmerella a été décrit pour accueillir I'état sexuel de Candida (Lachance,
2011).

D’autres espéces de Saccharomycetaceae ont été détectées dans du kombucha,
tels que Torulaspora delbrueckii, Kluyveromyces africanus, Hanseniaspora
valbyensis (Coton et al., 2017 ; Jayabalan et al., 2014 ; Teoh et al., 2004). Cette
derniére est commune a la fermentation du cidre. H. valbyensis produit davantage
d’acétate d’éthyle et d’acétate de phényl éthyl que S. cerevisiae, a 1’origine

respectivement, d’aromes fruités et de rose (Xu et al., 2006).

1.3.3.1.3. Levures de la famille des Schizosaccharomycetacae

(Taphrinomycotina)

Elles sont représentées par 1’espece Schizosaccharomyces pombe qui a été
détectée dans quelques études (Reiss, 1994 ; Teoh et al., 2004). Cette espéce est
caractérisee par un fort pouvoir fermentaire et sa libération de quantités

importantes de polysaccharides (Comitini et al., 2011).
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1.3.3.2. Les bactéries

Les bactéries présentes dans les SCOBY de kombucha sont des Protéobactéries
de deux groupes : les Firmicutes et les Alphaprotéobactéries. La présence des
bactéries dans un consortium de kombucha est indispensable afin de produire les

acides organiques et procurer a la boisson le goQt acidulée caractéristique.

1.3.3.2.1. Les bactéries du groupe des Alphaprotéobacteéries.

Pour la fermentation du kombucha, il s’agit de bactéries dites acétiques, qui sont
des bactéries a Gram négatif, de la famille des Acetobacteraceae. Le genre type
de la famille, ou dix-sept genres sont signalés, est Acetobacter. Quant au genre
Gluconobacter, il est présent dans deux groupes taxonomiques selon leur
préférence métabolique : 1’un a la capacité d’oxydation de 1'éthanol plus que le
glucose et oxyde l'acide acétique en dioxyde de carbone et en eau. Le second
groupe a la capacité d'oxydation du glucose plutot que 1’éthanol et il n'oxyde pas
l'acide acétique. Les souches du genre Neokomagataea étaient
phylogénétiqguement liées a celles du genre Gluconobacter. Les souches de ce
genre se distinguent du genre Gluconobacter car leur croissance est réprimeée en

présence de 0,35 % d'acide acétique (v/v) (Yamada et al., 2012).

Sur le plan phylogénétique, le genre Gluconacetobacter se compose de deux
groupes : le groupe Gluconacetobacter liquefaciens et le groupe
Gluconacetobacter xylinus. Pour ce dernier groupe, le genre Komagataeibacter a
été proposé (Yamada et al., 2012) sur la base de I'analyse de la séquence du géne
de I'ARNr 16S et des caractérisations morphologiques, physiologiques et
écologiques. Onze especes du genre Gluconacetobacter ont été transférées dans

le nouveau genre Komagataeibacter (Matsushita et al., 2016).
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1.3.3.2.2. Les bactéries du groupe des Firmicutes

Dans les SCOBY, on peut trouver des bactéries appelées bactéries lactiques. Ces
bactéries lactiques sont présentes majoritairement par les deux familles : les
Lactobacillaceae et les Leuconostocaceae, qui sont des bactéries a Gram positif.
Elles sont généralement considérées comme des aérobies facultatifs avec un
métabolisme fermentatif (Ricciardi et al., 2014). Elles peuvent étre classées en
fonction de leur voie fermentaire, homofermentaire ou elles ne forment que le
lactate a partir du glucose. La deuxieme voie est hétérofermentaire obligatoire ou
facultative ou elles produisent de I’acétate et I’éthanol en plus du lactate. Le
métabolisme des hexoses est différent pour chaque voie fermentaire et générent
différents métabolites intermédiaires. Afin de réaliser son métabolisme, les
bactéries hétérofermentaires ont diverses préférences par rapport au sucre comme
substrat sous forme d’hexoses fructose / maltose ou de disaccharides tel que le
saccharose (Génzle, 2022).

Au niveau de la famille, le métabolisme homo ou héterofermentaire des bactéries
lactiques est conservé (Zheng et al., 2020). En se basant sur les données de
séquences du génome entier, 23 nouveaux genres issus de Lactobacillus ont été
classés en Paralactobacillus. Cette reclassification a touché 1’espece
Lactobacillus delbrueckii qui a été divisée en 25 groupes. Le genre Oenococcus
a été détecté dans du kombucha, il fait partie de la famille des Leuconostocaceae,
et suit un métabolisme hétérofermentaire (Coton et al., 2017).

1.3.4. Conditions et paramétres de fermentation

Les recettes, les volumes et les procédés de fermentation du kombucha sont
variables entre les producteurs amateurs ou pour la commercialisation, mais
¢galement dans la littérature scientifique. Une vue d’ensemble de ces différents

parameétres était nécessaire pour définir les conditions de nos études. lls sont
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décrits de maniere synthétique ci-dessous, en comparaison avec les parametres

que nous avons utilisés pour nos études et qui seront détaillés au chapitre suivant.

1.3.4.1. Récipient de fermentation, volume et géométrie : du bocal a la cuve des
brasseurs

Les récipients utilisés pour la fermentation doivent résister aux acides organiques
(Crum and LaGory, 2016). A I’échelle domestique, la fermentation se déroule
dans un bocal en verre d’une contenance de 1 a 2 litres et chez les producteurs, le
volume des cuves de fermentation en acier inoxydable varie de 100 a 4000 litres
(Arikan et al., 2020 ; Teoh et al., 2004). Pour les études en laboratoire, le volume
des fermentations étudiées varie entre 200 ml et 3 litres (Figure 7). Dans tous les
cas, une large ouverture est nécessaire pour manipuler facilement le biofilm et
pour un échange d'air suffisant avec I'environnement. L'ouverture des récipients
et des cuves est juste recouverte d’un tissu de coton propre ou d’un papier
hygiénique pour une protection contre les poussiéres et les insectes (Dutta and
Paul, 2019).

Une étude menée en mesurant la vitesse de fermentation du kombucha dans
différents volumes a pointé I’importance de la surface interfaciale spécifique qui
permet de s’assurer du bon déroulement de la cinétique d’acidification
bactérienne et du dégagement suffisant de dioxyde de carbone généré par les
levures. Elle a été calculée, dans une étude simulant différentes dimensions de
réacteurs lors de I’augmentation en échelle d’une fermentation de kombucha. La
formule tient en compte la surface du liquide par rapport au volume occupé par le
liquide (Cvetkovi¢ et al., 2008).

En prenant en considération la géométrie des bocaux (cf 2.2.1) et les données dans
I’étude de (Cvetkovi¢ et al., 2008), le volume du liquide dans notre étude est de

1,3 L environ, légérement supérieur a la médiane.
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Figure 7 : Vue d’ensemble des différents paramétres appliqués aux fermentations de
kombucha de différentes études (données de (Laavanya et al., 2021)). Les valeurs ou
caractéristiques utilisées dans nos études sont également indiquées (triangles).

1.3.4.2. Les substrats de fermentation

Le kombucha est traditionnellement produit a partir d’une infusion de feuilles de
thé (Camellia sinensis). Le thé vert ou le thé noir (dont les feuilles ont subi une
plus forte oxydation) sont utilisés. Dans le cadre des études de la fermentation du
kombucha, c’est le thé noir qui a été le plus utilisé (Figure 7). Il a été décrit que
le type de thé influence la fermentation a cause des variations dans la composition

qui peuvent modifier la prédominance des bactéries dans le kombucha. Le thé
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noir contient plus d'azote et de purine que le thé vert, les tanins supplémentaires
du thé vert donnent un godt légérement amer (Coton et al., 2017 ; Drewnowski
and Gomez-Carneros, 2000). Les teneurs en thé noir ou vert utilisées dans
différentes études varient entre 2,5 g et 20 g par litre d’infusion (Figure 7). Il a
également été décrit que lorsque la concentration de feuilles de thé dépasse 6 g/L,
elle inhibe la croissance des bactéries acétiques et diminue donc la production de
cellulose (Gaggia et al., 2018). Dans nos études, nous utilisons les mémes
conditions que BioBrasseurs a savoir du thé vert a raison de 5 g/I. Pour avoir une
infusion de thé, une température d’infusion entre 70 et 95 °C est recommandée
afin de libérer les ardbmes et augmenter ’activité antioxydante du thé (Dufresne
and Farnworth, 2000).

D’autres types de thé ou de végétaux infusées peuvent également étre utilisés : le
thé blanc, Puer, le thé vert japonais, le thé au jasmin, le thé oolong, le thé de
mdrier, les thés a la sauge, au thym et a la menthe, I'echinacea (Cvetkovic et al.,
2008 ; Leal et al., 2018 ; Saimaiti et al., 2022). Des jus de fruits ont été ajoutés
pour augmenter les effets antioxydants du kombucha. Des liquides non
conventionnels ont également été testés, comme le coca cola, le vin rouge, le vin
blanc, le vinaigre, I'extrait de topinambour, le lait, le petit-lait sucré frais, le petit-
lait sucré reconstitué (Barakat et al., 2022 ; Emiljanowicz and Malinowska-
Panczyk, 2020). Ces substrats alternatifs sont utilisés pour produire des boissons

mais aussi des biofilms de nanocellulose bactérienne (Gupte et al., 2021).

Le sucre principalement utilisé est le saccharose dont la concentration varie entre
10 et 120 g par litre selon les études (Figure 7). Le saccharose issu de la canne est
souvent utilis¢ mais d’autres sources et d’autre sucres sont également testés

comme le miel ou la mélasse de betterave a sucre (Malbasa et al., 2008).
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1.3.4.3. Inoculum pour la fermentation du kombucha

La fermentation typique du kombucha nécessite une étape d’inoculation avec un
starter naturel issu des produits d’une fermentation précédente. Les produits de
fin de fermentation sont constitués par le biofilm et la fraction liquide qui est
utilisée pour la boisson. On peut distinguer trois types de starters naturels : (i) la
méthode traditionnelle et la plus pratiquée (Figure 7) utilise les deux fractions,
liquide et solide d’une méme fermentation de kombucha (Dufresne and
Farnworth, 2000 ; Jayabalan et al., 2008 ; Manuel et al., 2014). Les proportions
sont généralement de 10 % v/v pour la fraction liquide et de 2% wi/v pour le
biofilm. (ii) La fraction solide seule, constituée du biofilm cellulosique peut étre
utilisée, avec des proportions de 2 a 7 % w/v. (iii) La derniére forme d’inoculum
peut étre constituée de la fraction liquide seule avec des proportions de 10 a 16 %
(VIv).

En laboratoire, quelques études récentes ont montré la possibilité d’élaborer des
consortia synthétiques composés d’un mélange de quelques especes de levures et
bactéries isolées de la méme culture de kombucha pour effectuer des

fermentations de type kombucha (Savary et al., 2021 ; Tran et al., 2020a).

1.3.4.3. Durée et conditions de température

La fermentation du kombucha a été pratiquée a 1’échelle maison depuis des
milliers d’années et prend généralement 7 a 17 jours a température ambiante. En
utilisant les données collectées (Figure 7), la médiane décrivant la tendance
centrale est de 15 jours (Laavanya et al., 2021). Durant 1’élaboration du
kombucha, une température constante tout au long du process est recommandée.
Elle est définie entre 20 et 30°C afin d’assurer les activités des différents micro-

organismes (Figure 7). Dans le cadre de notre étude, nous avons opté pour une
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durée de 14 jours et une température constante de 27°C, suivant bien la tendance

des autres études tout en s’adaptant aux parametres utilisés chez BioBrasseurs.

2. Les contributions des méthodes de séquencage haut débit a la
compréhension des communautés microbiennes impliquées dans les

processus fermentaires

L’augmentation des connaissances sur les communautés microbiennes est liée a
I’évolution de nombreuses méthodes permettant des analyses a faible, moyen ou
haut débit. Je vais donc présenter ci-apres, un inventaire de ces méthodes, en
orientant cette présentation autour de leur évolution dans le temps et mettant
I’accent sur les méthodes de séquencgage a haut débit puisqu’elles ont été mises
en ceuvre dans les différentes études de ce travail de these. Les exemples cités
seront dans les contextes des communautés environnementales et des microbiotes
humains mais aussi dans le contexte des processus fermentaires et en particulier

en relation avec la fermentation du kombucha.

Ces méthodes se distinguent par une combinaison de caractéristiques a différents
niveaux. On peut distinguer les méthodes dépendantes de la culture, des méthodes
indépendantes de la culture. Ces deux catégories peuvent se décliner en méthodes
qui visent a la détection d’un taxon particulier ou la détection exhaustive des
taxons présents, ainsi qu’en méthodes qualitatives et/ou quantitatives. Il en résulte
des niveaux de précision des résultats tres variables, de la simple détection d’un
taxon preécis a sa quantification dans une communauté jusqu’a la description des
fonctions (genes fonctionnels) présents dans une niche écologique. Bien sar, le
terme de taxon lui-méme peut représenter des niveaux divers de la taxonomie, du
phylum a la souche, selon les méthodes mises en ceuvre. Enfin, on peut également

caractériser ces méthodes selon le nombre d’échantillons qui peuvent étre traités
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simultanément : on parle de faible, moyen et haut débit selon la complexité des

équipements et des traitements de données nécessaires aux analyses.
2.1. Identification directe par observations au microscope

La méthode la plus directe et certainement la méthode historique, qui permet
d’explorer la diversité microbienne d’un prélevement, est 1’observation des
cellules au microscope. A partir d’un prélévement in situ, dans un environnement
naturel ou un milieu de fermentation, ces observations microscopiques simples
(état frais) ou apres fixation et coloration permettent une premiére évaluation de
la complexité d’une communauté microbienne. Une identification morphologique
et une numération peuvent étre effectuées. Elles permettent de distinguer
différentes catégories de protistes, bactéries, levures et moisissures mais leur

résolution pour I’identification des rangs taxonomique est tres faible.
2.2. Caractérisation par des méthodes dépendantes de la culture

2.2.1. Isolement

Les méthodes dites “dépendantes de la culture” impliquent de pouvoir isoler les
différents micro-organismes d’un prélévement et les faire sur des milieux de
culture, synthétiques ou complexes, qui répondent a leurs besoins nutritionnels.
Ces cultures microbiennes peuvent avoir un dénombrement de la flore totale
comme objectif ou bien elles peuvent viser I’identification d’un micro-organisme
particulier. Les isolements nécessitent soit 1’utilisation de milieux de culture trés
sélectifs permettant la multiplication de taxons précis de micro-organismes et
I’identification de leur(s) rang(s) taxonomique(s), comme par exemple la gélose
Chapman ou MSA (Mannitol Salt Agar) qui est un milieu d’isolement sélectif
utilise pour la recherche des bactéries du genre Staphylococcus (Gebremeskel et

al., 2022) soit I’utilisation de milieux pas ou peu sélectifs et I’identification est

32



effectuée dans un second temps, par des méthodes dont certaines vont étre décrites

ci-dessous.

Une des limitations principales de ces méthodes est le fait que, lorsque les cellules
sont isolées de leur communauté, de nombreux micro-organismes sont considérés
comme non-cultivables. Les raisons de cette incapacité a se multiplier sont
multiples. Soit il n’a pas été possible de reconstituer un milieu nutritif ou des
conditions leur permettant de se multiplier a1’état isolé, soit les cellules présentent
une perte de la cultivabilité car elles sont dans un état métabolique particulier
appelé VBNC (Viable But Non Culturable) ou dans une forme dormante, qui sont
peu ou pas propices a initier leur multiplication a 1’état isolé sur un milieu standard
(Lietal., 2014). Leur multiplication peut aussi étre dépendante de la présence ou
du contact avec d’autres cellules ou micro-organismes, conditions difficiles a

reproduire sur un milieu d’étude.

Pour donner une idée de ’importance de cette limitation, on peut citer le chiffre
suivant (Lloyd et al., 2018) : la part de diversité des micro-organismes non
cultivés, également appelée la ‘matiere noire microbiologique’, représenterait
jusqu’a 81 % des taxons identifiés a partir des bases de données, pour les seules
bactéries. 1l faut cependant noter que cette étude ne précise pas si ces taxons ne
sont effectivement pas cultivables ou s'ils n’ont pas été mis en évidence en
utilisant des méthodes dépendantes de la culture. Dans le contexte de
I’exploration d’une communauté microbienne de composition pas ou peu connue,
utiliser uniquement des approches dépendantes de la culture pose donc le
probléme de ne pas détecter certains taxons ou de ne pas étre en mesure d’estimer

justement leur biomasse relative.
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2.2.2. Caractérisations par des méthodes dépendantes de la culture

Plusieurs méthodes de caractérisation peuvent étre elles aussi dépendantes de la
culture. Elles permettent de déterminer des caractéristiques physiologiques et
biochimiques dans des milieux de culture appropriés. Les profils typiques de ces
caractéristiques permettent 1’identification des rangs taxonomiques. Les milieux
utilisés permettent de tester la multiplication dans différentes conditions de
température, de pH, de disponibilit¢ de nutriments, 1’utilisation de certaines
sources de carbone, par exemple. La caractérisation biochimique est liée a
I’assimilation ou la réduction de composés organiques et minéraux.
L’identification des isolats est effectuée grace a des isolats de référence ou des
clés taxonomiques, comme celle des levures basée sur les travaux de Kurtzman et
al (Kurtzman et al.,, 2011). L'utilisation systemes de test commercialisés,
miniaturisés et automatisables (galeries API®, Appareils et Procédés
d’Identification ; Omnilog™) permettent d’augmenter le débit de traitement pour

I’identification d’un certain nombre d’especes (quelques centaines).

Ces méthodes d’identification présentent une limitation liée au tres faible débit,
en regard du travail laborieux et du colt élevé, qui impliquent qu’un nombre
d’échantillons peut étre traité et/ou un nombre restreint d’espéces peut étre
identifié et quantifié, elles sont donc peu appropriées a la détermination

exhaustive des compositions microbiennes des communautés.

2.2.3. ldentification par des méthodes moléculaires

On citera dans cette partie les deux principales méthodes moléculaires appliquées
sur le matériel génétique ou protéique extraits a partir de micro-organismes isolés
et donc nécessairement cultivables. Ces deux méthodes sont moins laborieuses

que les méthodes dépendantes de la culture mais elles restent limitées a un nombre
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modéré d’isolats puisque la caractérisation nécessite de manipuler

individuellement chaque isolat.

2.2.3.1. Par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization-Time Of Flight)

Cette méthode est applicable aux micro-organismes isolés de nombreuses espéces
de bactéries et de levures et moisissures. Pour identifier I’espéce d’un micro-
organisme par MALDI-TOF/MS, il faut obtenir un profil (ou empreinte) réalisé a
partir de ses protéines totales, qui sont ionisées a I’aide d’un rayon laser et
séparées dans un champ électrique selon des temps de vol dont la durée dépend
essentiellement de leur masse. Chaque espéce a sa propre empreinte “’signature”
et I’identification est effectuée par comparaison du profil d’empreinte de masse
spectrale obtenu, avec ceux des bases de données (Barreau et al., 2013). Ces
banques doivent étre exhaustives et ce qui n’est pas toujours le cas si un nouvel
environnement est exploré pour lesquels peu de spectres de référence sont

disponibles.

2.2.3.2. Par séquengage d’amplicons de régions caractéristiques

Pour identifier I’espéce d’un micro-organisme isolé, il est possible d’amplifier par
PCR et de séquencer une région du génome qui sert de marqueur taxonomique
(voir ci-dessous pour plus amples détails). La méthode de séquencage de type
Sanger est appliquée.

2.3. Caractérisation par des méthodes métagénomiques

Les méthodes métagénomiques désignent des méthodes d’étude qui permettent
d’explorer la biodiversit¢ d’un environnement donné directement a partir du
matériel génétique extrait des communautés microbiennes prélevées in situ dans

leur environnement (naturel ou milieu de fermentation), sans passer par les étapes
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d’isolement et de culture. Il existe deux types d’approches : (i) la caractérisation
ou le séquengage d’un ou plusieurs génes particuliers, appelés marqueurs ou
barcodes, communs a plusieurs especes, on parle alors de métagénomique ciblée
ou métabarcoding. (ii) Les méthodes non ciblées avec le séquencage des génomes
de tous les organismes présents dans le milieu a analyser, sans distinction des
especes (bactéries, virus, champignons...) : on parle alors de métagénomique
shotgun. Nous verrons comment les méthodes historiques ont évolué en méthodes
a haut débit grace aux avancées des stratégies de séquencage dites de nouvelle

génération.
2.3.1. Méthodes ciblées

Ces méthodes permettent d’identifier les rangs taxonomiques a partir des
caractéristiques d’une région particuliere du génome, appelée marqueur ou
‘barcode’. Idéalement, la région qui peut servir de marqueur doit étre commune
aux individus du plus haut rang taxonomique possible, d’une fagon a assurer une
couverture maximale de taxons avec un seul marqueur. Cette région doit
également étre suffisamment variable entre les taxons de rang inférieurs
(idéalement entre les espéces du méme genre voir entre les souches de la méme
espece) pour lui conférer un pouvoir discriminant. Un bon marqueur est
également informatif a 1’échelle phylogénétique : par exemple, les différences
entre espéces du méme genre doivent étre inférieures aux différences entre
especes de genres différents. Ceci permet I’assignation des taxons inconnus au
taxon d’ordre supérieur : par exemple si un OTU détecté correspond a une espece
qui n’est pas (encore) répertoriée dans les banques de données, il est possible de

lui assigner un genre ou au moins une famille.
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2.3.1.1. Exemples de marqueurs utilisés

La région des génes codant pour les ARN ribosomiques (ARNTr) est le marqueur
les plus utilise. En effet, ces génes sont universels dans le monde vivant et
présentent 1’avantage d’étre présents en plusieurs copies ce qui augmente la
sensibilité de leur détection. Ils sont organisés en opéron dont le nombre de copie
est variable : entre une et 15 copies chez les bactéries (Espejo and Plaza, 2018)
alors que chez les champignons, les copies sont organisées en tandem et leur
nombre peut atteindre plusieurs centaines (Sipiczki, 2022). Les deux plus grands
génes de I’opéron codent (i) I’ARN de la petite sous-unité du ribosome (ARNr
16S chez les bactéries et 18S chez les eucaryotes), (ii) I’ARN de la grande sous-
unité du ribosome (ARNTr 23S chez les bactéries et 25-28S chez les eucaryotes).
Ces genes sont separés par un ou deux segments intergéniques ITS (Internal
Transcribed Spacer) de longueur et de séquence trés variables. Lorsqu’il y a deux
ITS, ils sont séparés par le géne de I’ARNr 5.8S chez les eucaryotes et par un
gene d’ARNt et/ou le géne de I’ARNTr 5S chez les procaryotes (Figure 1.8). Les
genes des grands ARNr contiennent une succession des domaines hautement
conservés séparés par des domaines hypervariables : de V1 a V9 et de D1 a D12

pour les ARNr des petites et grandes sous-unités, respectivement (Figure 8).
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Figure 8. Structure typique d’un opéron eucaryote codant les ARN ribosomiques 18S,
28S et 5.8S, avec la position des segments hypervariables V1 a V9 et D1 a D12 (adapté
de D’Andreano et al., 2021)
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Les génes entiers peuvent servir de marqueur mais le plus souvent le marqueur
utilisé se limite @ un ou deux segments hypervariables consécutifs, pour des
raisons de limitation de taille de la méthode de détection. Pour les levures, ¢’est
le segment d’environ 650 pb contenant les régions D1 et D2 du géne de ’ARNr
25S qui le plus informatif a 1I’échelle phylogénétique (Kurtzman and Robnett,
1998). Pour les bactéries et les archées, les études utilisent différentes régions
hypervariables du gene de I’ARNr 16S. Leur choix dépend du type
d’environnement analysé car le pouvoir de résolution des différents segments est
variable selon les espéces. Par exemple le segment V1-V2-V3 a été utilisé dans
le projet conduit par The Human Microbiome Project Consortium (Huttenhower
et al., 2012), le segment V1-V2 a été également utilisé pour des études de la
constitution bactérienne du microbiote intestinal (Pop et al., 2014). Le segment
V6 a été utilisé pour les bactéries et archées marines (Huber et al., 2007) et tout
récemment, les segments VV7-V8 ont été utilisés pour les bactéries du kombucha
(Grassi et al., 2022). Cependant, pour I’identification des bactéries présentes dans
les processus de fermentation, ce sont souvent les segments V2-V3, V3-V4 et V4
qui sont utilisés (Bukin etal., 2019 ; Liu et al., 2020 ; Niraj and Shardendu, 2020 ;
Walters et al., 2015). Enfin, le segment V9 de I’ARN 18S eucaryote a aussi été
utilisé comme marqueur (Amaral-Zettler et al., 2009).

Les régions ITS sont également utilisées comme marqueur, en particulier chez les
champignons pour lesquels elles permettent d’identifier ’espéce (Seifert, 2009).
La région ITS compléte peut étre utilisée (segment ITS1-ARNr 5.8S-1TS2) ou les
segments ITS2 ou ITS1 peuvent étre utilisés seuls (Blaalid et al., 2013).

Il a été mis en évidence que les amorces amplifiant le segment ITS1 n’étaient pas assez
consensuelles. ITS1 était une cible préférentielle grace aux courtes séquences
d’amplicons (Bokulich et Mills 2013).

Contrairement aux segments des genes d’ARNT, la longueur des segments ITS est
trés variable selon I’espéce (Figure 9), ce qui est & la fois un avantage pour

I’identification mais aussi un inconvénient, notamment pour les méthodes basées
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sur une amplification par PCR (Nagy et al., 2012).

Chez les levures, un marqueur de longueur constante, le segment D1-D2 (660 pb)
du géne d’ARNr 258 est également trés utilise (Fell et al., 2000 ; Kurtzman et al.,
2011 ; Vuetal., 2016).

270 pb

Saccharomycotina
(110 séquences)

Taphrinomycotina
(7 séquences)

Figure 9. Tailles minimales (rectangles bleu foncé) et maximales (rectangles bleus), en
pb, de la région ITS compléte, répertoriées chez 110 espéces de la sous-division des
Saccharomycotina et 7 espéces de la sous-division des Taphrinomycotina (d’aprés
Seifert, 2009). Les rectangles gris indiquent les tailles moyennes.

D’autres régions non ribosomiques peuvent servir de cible et étre utilisées comme
marqueurs moléculaires, nous pouvons citer certains marqueurs qui ont été utilisé
au sein des phyla des procaryotes et des eucaryotes, comme les génes de la sous-
unité B de I’ADN gyrase (gyrB), la sous-unit¢ B de I’ARN polymerase (rpoB),
du facteur d’élongation TU (tuf), de I’ADN recombinase (recA), de la sous-unité
D de la dinitrogenase alpha (nifD) (Banasiewicz et al., 2021 ; Cur¢i¢ et al., 2021 ;
Guzman et al., 2022 ; Ogier et al., 2019 ; Zampieri et al., 2021).

Au-dela des micro-organismes, de I’ADN végétal ou animal peut étre détecté dans
les études métagénomiques, quand ces organismes sont les supports ou les hotes
de micro-organismes de la communauté. Chez les végétaux, le recours a I’ADN
chloroplastique pour différencier les taxons a I’échelle espece est intéressant du
fait qu’ils présentent un nombre de copies par cellule important. Différents
marqueurs de cet organelle sont largement utilisés, tels que ndhF, rbcL ou trnK
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(Zhang et al., 2013).

Si I’ADN est tres dégradé comme dans les aliments trés transformées ou les
prélevements environnementaux de permafrost, un marqueur tres court de 130 pb,
représenté par la boucle P6 de I’intron du géne chloroplastique d’ARNt trnL
(UAA) peut étre utilisé (Taberlet et al., 2007). Le marqueur de référence pour la
caractérisation des espéces animales est quant & lui un marqueur de ’ADN
mitochondrial représenté par un segment du gene de la cytochrome oxydase 1,
COlI (Hebert et al., 2003).

2.3.1.2. Méthode de caractérisation par PCR-DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis)

Cette méthode d’empreinte génétique est basée sur la migration électrophorétique
différentielle d’amplicons d’ADN simple brin de méme taille mais de séquence
variable, en conditions dénaturantes, illustrée par la Figure 10. Ultilisée
initialement pour la détection de mutations (Cariello et al., 1991 ; Tartary et al.,

1993), elle s’est révélée intéressante en microbiologie.

DA PCR amplification
{Eﬁ of 16S rDNA
\B‘Q‘.‘C)D 2
(¥ A
Microbi?t' Genomic DNA Add GC clamp
community Denaturation
£ Low %GC -
R
g BOGE E—————
g . i~
g High %GC -\

Analysis of band pattern

Figure 10. Diagramme schématique du principe de la méthode de caractérisation par
PCR-DGGE (Sharma et al., 2020)
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Si elle est appliquee a des fragments de PCR obtenus a partir des marqueurs cités
plus haut, les profils obtenus permettent d'identifier 1’espéce d’un micro-
organisme isolé par rapport au profil d'une souche de référence ou d’observer les

variations entre communautés microbiennes.

Dans ce cas, les profils montrent plusieurs bandes caractéristiques des taxons
présents et I’intensité de celles-ci reflete 1’abondance relative des taxons. L’ADN
des bandes peut également étre élué et séquencé pour confirmer l'identification
taxonomique. Cette méthode a encore été mise en ceuvre trés récemment pour
comparer des communautés de kombucha, en utilisant le marqueur V7V8 pour
révéler les bactéries et le marqueur D1D2 pour les levures (Grassi et al., 2022).

Elle reste cependant une méthode laborieuse et peu précise.

Parmi les diverses méthodes basées sur un profil moléculaire, on peut encore citer
la méthode basée sur les polymorphismes de conformation simple brin (SSCP),
la méthode basée sur les polymorphismes de I'espacement intergénique
ribosomique (RISA), et sa version automatisee (ARISA) et les méthodes basées
sur les polymorphismes de longueur des fragments de restriction (RFLP)
(Johnston-Monje, D., et Lopez Mejia, J., 2020).

2.3.1.3. Banques de clonages d’amplicons de PCR sur les marqueurs

taxonomiques

Le séquengage du gene de I’ARNr 16S ou du segment D1-D2 de I’ARNr 258,
amplifiés par PCR a partir d’isolats (de bactérie ou de levure, respectivement) est
généralement suffisant pour faire une identification au niveau de I’espéce, grace
a la comparaison de la séquence obtenue avec celles des banques de données de
séquencage. Il a été possible de mettre en ceuvre cette approche dans le cadre de
communautés microbiennes avant de disposer des méthodes de séquencage a

haut-débit. Pour ceci, il était nécessaire de passer par une étape de clonage
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aléatoire, avec ligation dans un vecteur plasmidique afin de pouvoir séquencer
individuellement quelques dizaines de clones des banques ainsi constituées. Cette
méthode est certes laborieuse mais elle a permis de révéler I’existence et

I’importance de micro-organismes non cultives (Taylor et al., 2008).

On peut considérer cette méthode comme I’ancétre des méthodes actuelles, pour
lesquelles les nouvelles techniques de séquencage permettent notamment de
s’affranchir de 1’étape de clonage.

Ces méthodes de caractérisation, bien qu’elles soient a faible débit, ont permis de
compenser le travail laborieux de culture, pour travailler directement sur le
matériel génétique. Toutefois, la distinction entre la fraction vivante et morte n’est
plus possible. Il en résulte une estimation approximative, semi-quantitative de la
communauté microbienne représentée en proportions relatives.

Dans les produits alimentaires, ou différents constituants naturels sont présents
dans la matrice, l'efficacité de 1’extraction d’ADN et la pureté de ’ADN extrait
sont critiques a cause de composés pouvant inhiber la réaction d’amplification par
PCR.

Figure 11. Evolution et principe des stratégies de séquencage:(A.) Le séquencage de 1ére
génération de type Sanger. (B.) La technologie de séquencage Illumina (C) Le
sequencage de type Oxford Nanopore Figure adaptée de Shendure et al. (Shendure et al.,
2017)
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2.3.1.4. Caractérisations de communautés microbiennes par des méthodes de

séquencage a haut débit ciblé

Par les méthodes a haut débit, on considérera celles dites de deuxiéme et de
troisiéme génération. Le principe commun qui les distingue de celles dites de
premiére génération, est la possibilité de séquencer en parallele des millions de
molécules d’ADN (voire d’ARN) individuelles. Les technologies utilisées et les
signaux mesurés sont trés différents comme illustrée dans les exemples de la

Figure 11 mais ne seront pas détaillés ici. Ce qui distingue les méthodes de
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deuxiéme génération de celles de troisieme génération, est la longueur de lecture
des séquences générées.

Ces méthodes sont donc des méthodes a haut débit qui permettent de générer des
quantités de données massives avec une diminution importante des manipulations,
des délais et surtout une diminution des colts incomparable a ceuxdes méthodes
de premiere génération, si on les rapportait a la méme quantité de données
(Rothberg and Leamon, 2008). Ces méthodes ont non seulement révolutionné les
études basées sur le séquencage de génomes (et par la, laconnaissance de la
diversité des micro-organismes), mais également les études métagénomiques,
comme on va le voir dans les paragraphes suivants.

Le principe de cibler par PCR et caractériser un marqueur spécifique a partir de
I’ADN extrait de ’ensemble des cellules de prélévement environnementaux,
comme celui d’une région du géne de I’ARN 168, est la base des différentes
techniques basées sur les empreintes moléculaires (voir PCR-DGGE), et dans les
techniques de clonage moléculaire décrites précédemment.

Cette méme base est reprise pour les méthodes de caractérisation a haut débit
ciblées. Lorsque la premiere méthode de séquencage a haut débit a été mise au
point (la méthode de pyroséquencage 454, (Liu et al., 2012)), elle a été appliquée
presque immédiatement pour séquencer directement et séparément les molécules
de ces mélanges d’amplicons, sans étape supplémentaire apres amplification par
PCR (Huber et al., 2007 ; Sogin et al., 2006). Plusieurs milliers de molécules
d’amplicons ont ainsi pu étre séquencées par échantillon de maniere simultanée
conduisant a une augmentation d’un facteur 100 a 1000. La quantité de données
générées a permis d’augmenter la précision des analyses du contenu en taxons et
de détecter les taxons rares alors que les méthodes a faible et moyen débit basées
sur le sequencage de quelques dizaines de clones ne détectent que les taxons
majoritaires. L’ensemble des amplicons correspondant & ces taxons rares

représente plus de 30% des amplicons généres. Ces études effectuées avec comme

44



marqueur le segment V6 du gene de I’ARN 16S, ont aussi montré que méme avec
des marqueurs de petite taille (120 pb pour le segment V6) il est possible de
différencier les taxons de maniére satisfaisante, au moins a 1’échelle du genre,

pour les bactéries.

A T’heure actuelle, cette méthode est principalement mise en ceuvre avec la
technologie de séquencage Illumina, avec des applications dans tous les domaines
de la microbiologie : environnemental, médical et alimentaire. Cette méthode a
été publiée en méme temps que celle du pyroséquencage (Margulies et al., 2005)
cependant, la trés courte taille des lectures a ét€¢ un frein a I'utilisation de cette
technologie pour I’étude de I’ ADN environnemental et des amplicons générés sur
les marqueurs. Son évolution qui permet des lectures pairées de 200 a 300 pb, son
colt tres inférieur au pyroséquencage et son plus faible taux d’erreur de
séquengage (~0.1%) en font la méthode de choix a I’heure actuelle. Des études
ciblées utilisent également les méthodes développées pour le séquencage a
lectures longues comme la technologie PacBio (Callahan et al., 2019) et Oxford
Nanopore (Matsuo et al., 2021), avec un développement de logiciels d’analyse
dédiés a remédier aux erreurs de lecture NanoCLUST, par exemple, (Rodriguez-
Pérez et al., 2021). Dans cette application, elles permettent de séquencer des
amplicons recouvrant toute la séquence de I’ARN 16S, augmentant le pouvoir de
résolution pour une affiliation plus précise des séquences a 1’échelle espece.
Enfin, le protocole Loopseq de fragmentation de longs amplicons par introduction
de code-barres permet la couverture de toute la séquence de I’ARN 16S tout en
ayant recours a une plateforme de séquengage Illumina, les lectures étant

assemblées au cours du traitement des données (Jeong et al., 2021).
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2.3.1.5. Les limites des méthodes indépendantes de la culture et des

méthodes ciblées

Plusieurs étapes sont limitantes pour ces methodes de caractérisation effectuées
directement sur le matériel génétique et non sur des cellules mises en culture. La
plupart des biais observés sont décrits par (Ercolini, 2004).

Ces méthodes ne permettent pas de distinguer les signaux des cellules vivantes et
des cellules mortes, ce qui entraine une part d’imprécision dans la mesure des

proportions relatives des taxons.

L'efficacité de 1’extraction d’ADN et la pureté¢ de I’ADN extrait sont critiques

pour plusieurs raisons :

- dans les produits alimentaires ou différents constituants naturels sont présents
dans la matrice, des composés peuvent interférer avec 1’extraction d’ADN et
également inhiber la réaction d’amplification par PCR, comme les polyphénols et
les polysaccharides (Nagori and Purohit, 2012).

- les taxons présents peuvent avoir des architectures cellulaires qui les rendent
diversement sensibles aux méthodes d’extraction, ce qui cause également une part
d’imprécision dans la mesure des proportions relatives des taxons, si I’ADN est
extrait avec des rendements variables selon les taxons.

Pour les méthodes ciblées, une étape de PCR est nécessaire et elle est également
la source de nombreux biais comme 1’amplification préférentielle du marqueur

pour certains taxons et la formation d’amplicons chimériques.

Enfin, les marqueurs courts, représentés par une seul ou deux segments
hypervariables du géne de I’ARN 16S bactérien, sont limités pour 1’assignation
taxonomique. La résolution se fait au niveau genre d’ou la mise au point des

méthodes longues lectures ou amplicons fragmentés citées plus haut.
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Les nombreuses copies en tandem des opérons d’ARN ribosomiques (ou rDNA
array) peuvent présenter des différences de séquences qui perturbent 1’assignation
taxonomique, si ces différences entre les copies d’un méme génome sont plus
importantes que les différences entre copies d’especes différentes. Ce probléeme
est rencontré dans plusieurs espéces de levures (Sipiczki, 2022), notamment pour
les especes des genre Zygosaccharomyces et Pichia, présentes dans les SCOBY
de kombucha. Chez les espéces concernées, les différents mécanismes permettant
I’évolution concertée de ces copies (par exemple la conversion génique) et par
conséquent leur homogénéité de séquence, semblent peu efficaces (Dakal et al.,
2016).

Comme le nombre de copies en tandem des opérons d’ARN ribosomiques est
variable d’une espéce a 1’autre, voire d’une souche a I’autre (Espejo and Plaza,
2018 ; Peter et al., 2018) des corrections devraient étre appliquées pour
I’estimation des proportions de taxons. Cependant les informations sur le nombre
de copies n’est pas toujours connu, par conséquent les proportions estimées
restent a considérer comme des proportions d’amplicon correspondant a un taxon

donné plut6t que 1’abondance réelle des cellules de ce taxon.

Pour terminer cette liste, un inconvénient majeur des méthodes ciblées est la
nécessité d’utiliser des marqueurs différents (donc des librairies d’amplicons
indépendantes) pour explorer des communautés contenant des taxons appartenant
a plusieurs domaines du vivant, comme celles du kombucha. Par conséquent, il
n’est pas possible d’estimer directement les proportions relatives des levures par
rapport aux bactéries alors que ce paramétre est important pour comprendre leurs

interactions d’ou I’intérét d’utiliser les méthodes non ciblées de type shotgun.
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2.3.2. Les méthodes métagénomiques non ciblées : principe et évolution du

séquencage shotgun appliqué aux communautés microbiennes

Les premiéres approches se basent comme précédemment sur le séquencgage de
type Sanger de banques de clonage aléatoire mais celles-ci ne sont plus basées sur
des amplicons ciblant des marqueurs taxonomiques mais sur des fragments
d’ADN total extrait des cellules d’un échantillon (Figure 12) (Schmeisser et al.,
2003). En complément des approches ciblées, ces études ont permis de découvrir
des nouveaux genes (Krause et al., 2006), d’assembler des génomes d’espéces
non cultivées et de reconstruire leur histoire évolutive (Venter et al., 2004). Ces
études ont également initié 1I’exploration des voies métaboliques présentes sur un
site a partir de son contenu en génes (Gill et al., 2006 ; Kapardar et al., 2010;
Pelletier et al., 2008).
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Figure 12. Principe de la méthode métagénomique shotgun, appliquée en modes bas ou
haut débit (adapté de https://www.france-genomique.org/expertises-
technologiques/metagenomique/)

La premiére application d’'une méthode de séquengage haut débit a une approche
métagénomique shotgun a été réalisée en 2006, avec la méthode de

pyroséquencage, sur des préléevements miniers (Edwards et al., 2006). Cette étude
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a compare les résultats des méthodes de séquencage de type Sanger sur banques
classiques avec ceux du sequencage haut débit, aboutissant & des compositions
microbiennes similaires pour un codt 10 a 30 fois moins élevé. Elle a aussi montré
que son application dans un contexte de métagénomique comparative permet de
mettre en évidence que les différences de compositions microbiennes observées
sont associées a des enrichissements en groupes de genes caractéristiques, de
voies metaboliques particulieres des environnements explorés.

Un apport inestimable de ces méthodes non ciblées est I’exploration facilitée des
taxons viraux qui coexistent avec les taxons microbiens (Angly et al., 2006;
Edwards and Rohwer, 2005) et qui ont un rdle important dans la régulation des
populations microbiennes y compris celles des fermentations alimentaires
(Ledormand et al., 2021).

Dans la perspective de comprendre les interactions entre micro-organismes, ces
approches métagénomiques donnent une vision de communautés de génes, plutot
que de communautés de taxons et permet d’appréhender dans toute sa complexité
la diversité génétique contenue dans les populations microbiennes (Wilmes et al.,
2009). Les progrés technologiques devront permettre de contourner certaines
limitations comme la nécessité d’extraire des quantités d’ADN plus importantes
que pour les approches ciblées, la détection des taxons rares et le traitement des
éventuelles contaminations par de I’ADN végétal et/ou animal.

De maniere plus générale, les méthodes de séquencage haut deébit, appliquées aux
approches métagénomiques ciblées ou non ciblées, permettent de multiplier le
nombre d’échantillons et d’atteindre une précision sans précédent. Elles ont
ouvert de larges perspectives dans la discipline de 1’écologie microbienne, pour
I’exploration comparative de la dynamique des communautés microbiennes en
réponse a des variations environnementales, tout en atteignant des niveaux

taxonomiques tres fins a I’échelle de la souche.
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Histoire, contexte et vue d’ensemble

du projet de these
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Mon intérét pour la fermentation kombucha a commencé en 2014 lors de mon
projet de fin d’études pour I’obtention du dipldome national d’ingénieur de
I’INSAT (Institut National des Sciences Appliquées et de Technologie de Tunis).
Durant ce projet, je me suis intéressée a la maitrise de la fermentation du
kombucha a partir du thé noir dans des fermenteurs de 1 et 10 litres. J’ai pu
reconstituer un SCOBY a partir de cultures pures d’une souche de Brettanomyces
bruxellensis et quatre souches de Komagataeibacter xylinus, puis maitriser sa
fermentation dans des volumes de 1 litre a 10 litres dans des conditions
industrielles. A la fin du projet, j’ai conservé le SCOBY comme c’est la tradition
chez les amateurs de kombucha : garder et entretenir son propre SCOBY et le
partager.

Brasser une boisson non alcoolisée de caractere, atypique, a été 1’objectif des
fondateurs de BioBrasseurs. Le kombucha a répondu a leurs attentes : une boisson
a base de thé, peu sucrée qui peut étre brassée a 1’artisanal mais dans des grands
volumes. En 2016, je les ai rejoints ... avec mon SCOBY a I’origine du starter de
BioBrasseurs. Ce SCOBY a subi de nombreuses étapes : une conservation de deux
années au frigo, des back-sloppings a Tunis, un passage a la fermentation du thé
vert, une augmentation en échelle a Strasbourg qui a abouti produire en cuves de
1000 litres puis de nombreux back-sloppings en production et la division du
SCOBY pour alimenter plusieurs lignes de production paralleles. Le mode de
propagation du biofilm a changé : les biofilms mére et fille ne se détachent plus.
Durant ces différentes transitions, les manipulations ont été réalisées dans des
conditions propres mais non stériles. Aucun incident de contamination n’a été
détecté jusqu’a présent.

C’est a ce stade que BioBrasseurs commence a s’interroger quant & I’évolution de
la composition microbienne : les différentes conditions subies par le SCOBY ont
certainement changé sa composition de départ, ce qui souléve la problématique

de sa stabilité dans le temps. Afin de développer le volet recherche et

52



développement de I’entreprise, avec le souhait de collaborer avec un laboratoire
de recherche intéressé par les communautés microbiennes, une convention CIFRE
a été établie avec I’équipe de Joseph Schacherer, de ’'UMR7156 - GMGM.

L’objectif de mon projet de thése a consisté a tirer profit des avancées
technologiques en métagénomique et des ressources disponibles afin de
caractériser la communauté microbienne impliquée dans la fermentation du
kombucha. Pour ce faire, une approche indépendante de la culture, pour
déterminer la composition microbiologique par métagénomique ciblée (ou
métabarcoding), a été adoptée. Quant aux ressources biologiques disponibles,
BioBrasseurs a mis a disposition ses SCOBY, substrats et une collection de
kombucha commercialisées non pasteurisées.

Au laboratoire, le premier challenge a été de reproduire la fermentation de
kombucha a une échelle ‘domestique’, pour des volumes néanmoins supérieurs a
un litre comme cela est recommandé (Crum and LaGory, 2016). Dans le premier
chapitre de ma thése, nous décrivons les différentes mises au point de 1’ensemble
des méthodes a mettre en ceuvre. D’une part nous avons adapté des conditions
laboratoires, qui sont plus contrdlées en termes de paramétres de fermentation par
rapport aux conditions domestiques ou industrielles ; d’autre part, nous avons mis
en place les protocoles d’obtention des librairies d’amplicons pour le séquencgage
a haut débit et d’analyse des données. Nous avons notamment développé un
nouveau marqueur de métabarcoding pour caractériser les espéces de levures, qui
repose sur le segment D2 du gene de I’ARNTr 26S. Une fois en place, ces méthodes
ont été utilisées dans tous les axes de mon projet.

Deux axes principaux ont été développés autour de la variabilité dans la
composition microbiologique des communautés impliquées. Le premier axe,
traité dans le deuxieme chapitre, repose sur I’utilisation d’une collection de

starters et a consisté a étudier la diversité taxonomique des SCOBY qui
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s’assemblent spontanément a partir de ces starters. Au total, une collection de 18
SCOBY a été rassemblée et étudiée. Contrairement aux travaux publiés sur les
SCOBY de kombucha, qui prennent peu en compte 1’historique fermentaire des
échantillons étudiés, nos SCOBY se sont assemblés dans les mémes conditions
de fermentation. Nos résultats sont donc dépendants de la composition initiale du
starter et de I’adaptation des taxons présents aux conditions que nous avons fixées.
Nous avons établi les profils taxonomiques fongiques et bactériens pour 75
échantillons issus des différentes fractions de liquide de fermentation et de biofilm
de ces SCOBY qui ont été propagés par back-slopping sur trois cycles consécutifs
de fermentation. Cette exploration a permis la définition du microbiote core, qui
correspond aux taxons préesents dans tous les SCOBY et du microbiote accessoire.
Ces profils ont aussi permis de mettre en évidence des fluctuations des
compositions au cours des trois cycles, affectant plus particulierement les
abondances du microbiote accessoire.

L’¢évolution des SCOBY de kombucha dans le temps n’a pas encore ét¢ étudiée.
Chez les brasseurs et les producteurs amateurs, étant donné les conditions
d’hygiene non stériles, la probabilité de colonisation des SCOBY par des taxons
de ’environnement est certainement courante. De plus, la stabilité a long terme
de la composition du microbiote core n’est pas connue. Mon troisiéme chapitre
explore ainsi cette évolution potentielle pouvant inquiéter le partenaire industriel
qui se demande méme un “age opérationnel de SCOBY” peut avoir lieu.Nous
avons traité cette thématique avec une exploration de trois types de séries
temporelles. La premiere série temporelle a été conduite a I’échelle de production
dans I’environnement de la brasserie : les compositions microbiennes de brassins
successifs de lignées de production paralléles ont été analysee durant une anneée.
La deuxieme série temporelle a été conduite au laboratoire avec un design
expérimental permettant de propager en parallele des réplicats biologiques d’un

SCOBY, au cours de nombreux back-sloppings. Avec des manipulations en
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conditions stériles, 1’effet de ‘I’dge’ des SCOBY était le parametre a tester sur la
composition taxonomique. La troisiéme série temporelle a également été conduite
au laboratoire, avec des starters issus d’un méme SCOBY mais soumis au
préalable a des conditions de stockage différentes. Les analyses de I’ensemble de
ces séries a montré une variation importante entre les SCOBY et entre les
fermentations successives. Elles ont également permis d’identifier les impacts
d’événements environnementaux sur les compositions microbiennes. Elles
constituent une base pour développer des études permettant de définir des profils
de variation afin de mieux comprendre les interactions entre les taxons des
SCOBY.
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Chapitre 1 : Mise au point des

méthodes du projet
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Introduction

Explorer la stabilité et 1’évolution des communautés microbiennes dans
I'environnement du kombucha a nécessité la mise en place de protocoles et leur
optimisation afin d’assurer, d’une part, le bon déroulement de fermentations de
type kombucha dans les conditions de laboratoire, et d’autre part, 1’obtention des
résultats représentatifs de séquengage haut débit qui permettent de détecter les
effets de conditions différentes sur la composition de ces communautés. C’étaient
des aspects techniques alors inédits au laboratoire, le premier objectif de ma thése
adonc été la mise en place de protocoles de référence pour les travaux de ma thése
et pour des études ultérieures des communautés microbiennes. C’est pourquoi un

chapitre est consacré aux tests effectués dans le cadre de cette mise en place.

1. Cultures et fermentations du kombucha au laboratoire

1.1 Etablir un protocole de fermentation standard

La premiére étape commune a tous les axes de ce projet de thése a consisté a
établir notre protocole standard pour conduire des fermentations de type
kombucha au laboratoire. Notre choix a été d’utiliser la méthode traditionnelle de
back-slopping qui utilise comme starter naturel les deux produits d’une
fermentation précédente a savoir la boisson et le biofilm-fille (Figure 1.1). Ce
protocole devait tenir compte des parameétres décrits dans 1’introduction mais
aussi des contraintes de volume d’infusion et de manipulation des essais. Nous
avons opté pour une fermentation a I’échelle de celles des producteurs amateurs
qui fermentent du kombucha dans leur foyer. Les données décrites dans la

littérature (Laavanya et al., 2021) récapitulant les différents parametres affectant
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la fermentation de type kombucha et les conditions utilisées chez BioBrasseurs

nous ont servis comme référence afin de définir notre protocole de back-slopping.

Les bocaux que nous utilisons ont un diametre de 11,1 cm de diameétre et un
volume total de 1,7 litres. En se basant sur 1’étude de (Cvetkovi¢ et al., 2008), le
volume de liquide optimal est de 1,3 litres. Le volume des bocaux utilisé a satisfait
la contrainte de gérer I’espace afin de pouvoir placer simultanément jusqu’a 30
fermentations en paralléle dans des incubateurs standards. La quantité de thé
infusé et la concentration en sucre de canne utilisée correspondent aux conditions
utilisées en routine dans la production chez BioBrasseurs. La quantité de thé vert
équivalent a 0.5% (w/v) est infusée pendant 15 minutes. La concentration de sucre
de canne est de 4% (w/v). L’eau utilisée est un mélange composé de 90% d’eau
filtrée ultrapure (station Millipore) et 10% d’eau potable du robinet. Ce mélange
permet de limiter la dureté de ’eau de robinet tout en assurant une présence
minimale de minéraux. En effet, il a été montré que des teneurs en calcium élevées
interférent avec 1’extraction des acides organiques et polyphénols du thé lors de
I’infusion (Mossion et al., 2008). Afin de limiter au maximum les contaminations,
nous avons stérilisé les bocaux recouverts de gaze par passage au four Pasteur (2h
a200°C).

Les starters utilisés pour les premiers essais étaient représentés soit par des
SCOBY commerciaux, soit par du liquide de fin de fermentation et du biofilm
provenant des cuves de BioBrasseurs. Pour considérer la réussite de la
fermentation de type kombucha, il est nécessaire d’observer la formation d’un
disque de biofilm-fille en surface, régulier, translucide et atteignant une épaisseur
d’environ 5 mm au bout de 2 semaines (Dutta and Gachhui, 2007). Ces parametres
pris en compte, nos premiers essais de fermentations n’ont pas été satisfaisants.
L’absence de formation d’un biofilm-fille a pointé la problématique d’une

inhibition de I’activité des micro-organismes et le traitement des récipients
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utilisés pouvaient étre a I’origine de cette inhibition. En effet, les amateurs de
kombucha qui en produisent chez eux n’ont généralement pas de stérilisateurs
mais ils insistent sur I’importance du nettoyage des récipients et ustensiles utilisés
(https://www.kefir-kombucha.com). Nous avons donc modifié le traitement et la
stérilisation des bocaux de maniére a imiter des conditions domestiques. Ainsi,
les bocaux sont rincés deux fois a I’eau déminéralisée a la sortie de la machine a
laver pour éviter la moindre trace de détergent. Nous avons évité le passageau four
Pasteur qui peut s’accompagner d’émissions de composes lors du chauffage des
papiers indicateurs de stérilisation et du brunissement de la gaze. Juste avant
d’étre remplis d’infusion et d’étre inoculés, les bocaux sont traités pardeux
ringages a 1’eau bouillante (Jayabalan et al. 2014), égouttés a 1’envers puis
recouverts d’un simple papier absorbant propre. Les essais effectués en suivant
ces traitements ont été satisfaisants et reproductibles sur plusieurs cycles
successifs de fermentation (Figure 1.1). Pour évaluer le risque de contamination,
des suivis réguliers d’incubation d’infusion non inoculée ont été effectués. Un
seul cas de contamination de ces contréles a été observé, avec le développement
visible de moisissures, pour la dizaine d’essais effectués au cours des trois années,
et les fermentations inoculées en paralléle de ce cas n’avaient pas montré une telle

contamination.

Au cours des cycles de fermentation, les bocaux sont incubés dans des conditions
statiques, a une température constante de 27°C, pendant une durée de 14 jours,
durant lesquels aucune manipulation n’est effectuée afin de ne perturber ni le
métabolisme de la communauté microbienne, notamment la formation du biofilm
de cellulose, ni la distribution spatiale des nutriments, de I’oxygene et des produits
de fermentation. Aprés 14 jours, 1’épaisseur du biofilm est d’environ 5 mm et

I’odeur est fruitée et legérement acidulée.
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Figure 1.1. Initiation d’une lignée de fermentation. L’infusion sucrée et refroidie est
ensemencée avec un starter qui peut prendre différentes formes (SCOBY commercial,
rétentat Biobrasseurs...), au bout de 20 jours, si un biofilm cellulosique s’est formé, les
back-slopping traditionnels successifs peuvent étre effectués.

Biofilm « fille »

Biofilm « meére »

Figure 1.2. Observation des bocaux de fermentation a 1’échelle laboratoire au septiéme
jour de fermentation. A ce stade, le biofilm mére commence & s'alourdir et tomber au
fond du bocal et seul le biofilm mére reste en surface et continue de s’épaissir. Dans le
bocal de droite, le biofilm mére flotte encore sous le biofilm fille.
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Une légere effervescence peut étre observée et un dosage de composés comme le
saccharose consommeé, I’acide acétique ou 1’éthanol produits peuvent confirmer
I’aboutissement de la fermentation. Aprés cette durée, la fermentation peut étre
arrétée et le back-slopping suivant peut étre enclenché (Figure 1.1). A partir d’une
fermentation terminée, un back-slopping de routine consiste a inoculer 1,2 litres
d’infusion sucrée fraiche, avec 50 ml du liquide d’une fermentation précédente et

le biofilm-fille.
1.2 Etablir des collections de prélévements représentatifs

Du fait de la fermentation en conditions statiques et de la nature solide d’une
partie des produits de fermentation, la problématique de réaliser des prélevements
comparables entre les essais s’est posée.

Pour les essais en laboratoire, comme les prélevements sont effectués en fin de
fermentation, il suffit de mélanger soigneusement la fraction liquide avec une
pipette stérile. Pour les biofilms meére et fille (Figure 1.2), une bande de 2 cm
découpée sur le bord des disques sur toute leur épaisseur permet d’avoir des
échantillons représentatifs. En effet, une étude a montré que la composition
microbienne differe sur 1’épaisseur du biofilm-fille, de la face supérieure a la face
inférieure, mais elle ne differe pas en différents points d’une méme surface (Coton
etal., 2017).

Notre projet nécessitait également d’avoir des échantillons comparables issus des
cuves de fermentation de BioBrasseurs. Il n’était cependant pas possible
d’homogénéiser le volume des cuves de 1000 a 4000 litres. Quant aux biofilms,
leur aspect est trés différent de ceux des essais en laboratoire. Ils pésent entre 10
a 30 kg et les biofilms meére et fille ne sont pas séparés. Ils sont donc trés
hétérogenes, cela est visible avec des zones claires correspondant a de la cellulose
fraichement synthétisée et des zones brunes correspondant a de la cellulose plus

ancienne.
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Cette hétérogénéité des phases liquides et solides des cuves de production s’est
également manifestée lors des essais de fermentation au laboratoire initiés avec
les starters issus de ces cuves. Les aspects de ces fermentations étaient trés
variables dans la vitesse de formation du biofilm-fille. Une solution a cette
problématique a été trouvée a 1’occasion d’une évolution dans le procédé de
fabrication chez BioBrasseurs. Pour répondre a certains criteres de qualité de la
boisson commercialisée, une étape de filtration grossiere du liquide des cuvesa
¢été instaurée avant de procéder aux étapes d’aromatisation et d’embouteillage. Le
rétentat de cette filtration est une suspension dense de 1’ensemble des micro-
organismes de la cuve et de fines particules de biofilm. Il est considéré comme un
sous-produit de fabrication qui s’est révélé trés intéressant dans notre projet afin
de constituer des prélévements représentatifs. Nous avons développé plusieurs
applications pour utiliser ces rétentats de filtration :

- les cellules des rétentats sont récupérées pour déterminer la composition
microbienne par métabarcoding et suivre ainsi I’évolution de la production chez
BioBrasseurs,

- le rétentat est utilise comme starter pour établir ce que nous avons dénommé une
‘lignée de fermentation’ (Figure 1.1). En effet, lorsque du rétentat est inoculé a
raison de 5% (v/v) a une infusion de thé sucrée, un biofilm se constitue au bout
de 3 semaines. C’est une durée habituelle pour le développement d’un biofilm a
partir d’une suspension microbienne. Ce biofilm et le liquide de cette fermentation
initiale permettent ensuite d’initier les fermentations successives par back-
slopping traditionnel.

Un intérét particulier de cette application est de pouvoir effectuer des réplicats
biologiques. En effet, la suspension microbienne d’un rétentat est facile a
homogénéiser et a répartir pour constituer des lignées de fermentations paralléles
a priori parfaitement identiques.

- le rétentat peut étre traité dans plusieurs conditions avant de servir de starter

pour initier des lignées de fermentation. Les effets de ces conditions sur la
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composition microbienne des fermentations ultérieures pourront donc étre
comparés de maniére rigoureuse.

Les résultats de ces applications sont décrits dans le troisieme chapitre de la thése.

2. Mise au point des différentes étapes du protocole de métagénomique ciblé

par sequencage haut débit (ou métabarcoding).

Une fois les échantillons prélevés, I’analyse des communautés microbiennes

réalisée par métabarcoding implique plusieurs étapes, dans I'ordre chronologique

- la récupération des cellules du prélévement et leur conservation

- I’extraction d’ADN génomique des cellules,

- la génération de librairies d’amplicons de PCR avec des amorces qui ciblent le
ou les marqueurs taxonomiques choisis selon les taxons dont on souhaite détecter
la présence et estimer les proportions,

- le 'multiplexage maison’ : si on cible plusieurs marqueurs taxonomiques pour
un méme échantillon, il est possible de meélanger des librairies des différents
marqueurs et de traiter ce mélange dans le méme run de séquencage,

- le séquencage des librairies par une plateforme de séquencage,

- le traitement des lectures de séquencage

Les protocoles de certaines de ces étapes ont necessité des mises au point qui sont
décrites ci-dessous. Avant de les décrire, je présenterai d’abord 1’étape de
traitement des lectures de séquencage car la validation de certains aspects des
protocoles a nécessité d’analyser les séquences obtenues dans les différentes

conditions.
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2.1 Le traitement des données de séquencage

C’est I’étape finale du processus expérimental, juste avant de pouvoir comparer
les compositions microbiennes de différents échantillons. Elle permet d’obtenir
les abondances des lectures de sequencage affiliées a un taxon. Ces données
constituent des “proxy” pour estimer 1’abondance relative des cellules de ce taxon

dans le prélevement.
2.1.1 L’outils de traitement FROGS

Les librairies d’amplicons sont séquencées en lectures pairées, par la technologie
[llumina Miseq, aboutissant a des lectures de 250 pb. La longueur de nos
amplicons varie de 330 a 460 pb, selon le marqueur ciblé (voir § 2.2.3.2), ce qui
garantit un chevauchement de 40 a 170 pb, des deux lectures d’un méme amplicon
(appelées les lectures R1 et R2) et permet leur assemblage. Ces lectures sont
archivées dans deux fichiers pairés sous format FASTQ.

Le pipeline appelé FROGS, “Find Rapidy OTU by Galaxy Solutions, supporté
par la plateforme en ligne Galaxy (Escudié et al., 2018) est concu pour analyser
ce type de données dans le contexte de communautés microbiennes. Nous avons
utilisé cette solution pour traiter les séquences recues des plateformes de
séquencage.

Une fois les fichiers de lectures chargés, la premiére étape consiste a renseigner
la séquence des amorces qui ont ciblé le marqueur que 1’0on veut analyser. Cette
étape permet de ne traiter que les lectures de ce marqueur, dans le cas ou ’on
avait mélangé des librairies. Les lectures R1 et R2 sont ensuite assemblées, avec
une tolérance de mésappariement de 10% dans la région chevauchante et les
séquences produites peuvent étre filtrées selon leur longueur. Les séquences
retenues sont ensuite regroupées en ‘clusters’ avec I'outil SWARM (Mahé et al.,
2015) selon une dissimilarité sequentielle fixe en s'appuyant sur un seuil de liaison

locale.
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La divergence maximale entre les séquences d’un cluster est de 3%. Certains
clusters sont en fait des artéfacts formés lors de I’étape d’amplification PCR. En
effet, lors d'une extension incompléte pendant un cycle de PCR, un brin
partiellement étendu peut s hybrider, au cours des cycles suivants, a une matrice
d'une séquence différente mais similaire. Ce phénomene aboutit a des chiméres
qui correspondent a des clusters regroupant généralement de petits nombres de
séquences. Sur FROGS, c’est I’outil VSEARCH (Rognes et al., 2016) qui est
utilisé pour détecter et éliminer ces chimeres avec une stratégie qui consiste a
aligner les séquences des clusters peu abondants contre les séquences des clusters
abondants.

Les clusters retenus sont considérés comme des Unités Taxonomiques
Opérationnelles (OTU). Chaque OTU est ensuite affilié a un taxon. La séquence
consensus de chaque OTU est comparée, par BLAST contre une banque de
données contenant un ensemble de séquences correspondant au marqueur étudié
ou a chaque séquence est attribuée une assignation taxonomigue contenant sept
rangs taxonomiques. Par exemple, dans la banque Silva 138 (https://www.arb-
silva.de/documentation/release-138/), qui est la banque la plus exhaustive pour le
gene de I’ADNr 16S (Quast et al., 2013), les sept rangs taxonomiques
correspondent au domaine, au phylum, a la classe, a I’ordre, a la famille, au genre
et a ’espece. Cette banque est I’une des banques utilisées par FROGS. Pour une
assignation taxonomique plus précise, des parameétres relatifs aux taux d'identité
minimal, au taux de couverture, ou a une longueur d'alignement peuvent étre pris
en compte. Si la séquence de ’OTU est identique a celle de deux taxons ou plus
dans la banque, I’affiliation est attribuée au rang taxonomique supérieur et la
mention ‘multi-affiliation’ est ajoutée pour le(s) rang(s) taxonomique(s)
inférieur(s). Par exemple, le marqueur V3-V4 permet une affiliation jusqu’au
niveau genre, au mieux, mais pas au niveau espéce car la diversité du segment

V3-V4 n’est pas suffisante pour affilier I’espéce de maniére incontestable.
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Les seéquences consensus des OTU peuvent étre récupérées et traitées
manuellement si on souhaite affiner I’assignation taxonomique. En effet, la
qualité de I’assignation est tres dépendante de la qualité de la banque, en
particulier si elle est a jour pour les séquences répertoriées et pour les

dénominations les plus récentes des rangs taxonomiques.
2.1.2 Outils de visualisation des données et indices de comparaison

Une fois la composition en OTU validée pour un ensemble d’échantillons, le
package Phyloseq (McMurdie and Holmes, 2013) est trés utile pour les
représenter et les comparer. 1l est par exemple possible, pour un ensemble
d’échantillons présentant des nombres de lectures variables, de ramener les
compositions au méme nombre de lectures totales (généralement celui de
I’échantillon ayant le plus faible nombre de lectures) avec une fonction de
raréfaction. Il est aussi possible "d'agglomérer” les OTU qui correspondent a un
méme rang taxonomique. En effet, au moment du clustering des séquences, des
séquences qui correspondent au méme taxon se retrouvent dans des OTU
différents. Cela permet de comparer les échantillons pour travailler, par exemple,
aI’échelle espece ou a’échelle genre, ce qui a plus de sens au niveau biologique.
Enfin, il est possible de calculer des indices de diversité qui sont utilisés pour
décrire la biodiversité d’un échantillon et d'estimer la distance entre les
compositions de plusieurs échantillons. Dans nos études, les indices et valeurs
utilisés sont les suivants :

- la richesse (notée R) correspond simplement au nombre de taxons observés,

- I’indice de Gini-Simpson (Guiasu and Guiasu, 2010) est I’'un des indices qui
permet d’évaluer la diversité d’'une communauté. Il est compris entre 0 et 1. Plus
il est élevé, plus la diversité est importante. 1l dépend du nombre R de taxons
présents et de leurs proportions relatives pi. Par exemple, la diversité d’une

communauté A est plus élevée s’il y a peu de taxons mais qu’ils sont dans des
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proportions équivalentes que celle d’une communauté B avec plus de taxons dont
un taxon majoritaire. En d'autres termes, la valeur de cet indice indique que si on
tire deux individus au hasard, il y a plus de chances qu’ils appartiennent a des

taxons différents dans la communauté A que dans la communauté B.
R
. 2
La formule de calcul est la suivante : GS = 1 — E p;

i=1
- la dissimilarité de Bray-Curtis (Somerfield, 2008) est calculée entre les
échantillons deux a deux. Elle correspond a la somme des rapports des valeurs
absolues des différences de quantités de chaque taxon sur la quantité totale de ce
taxon dans les deux eéchantillons. La valeur est comprise entre 0 (deux

échantillons identiques) et 1 (deux échantillons complétement dissimilaires).

. |”ik_njk|
La formule de calcul est la suivante : BCjj = _
(n;tny)

2.2 Extraction de I’ADN total des cellules d’un prélévement

Les cellules d’un prélevement de la phase liquide sont récupérées par
centrifugation a 10,000 g pendant 10 minutes. Le culot cellulaire peut étre
conserve a -20°C jusqu’au moment de I'extraction d’ADN. Pour une fermentation
en bocaux, les cellules d’un volume de 50 ml de la phase liquide sont récupérées.
Pour les rétentats de filtration, les cellules d’un volume de 5 ml sont récupérées.
Le protocole d'extraction est crucial pour obtenir un ADN débarrassé des
potentiels inhibiteurs de I’amplification PCR (comme les polyphénals,
naturellement présents dans le kombucha). Notre protocole est basé sur
I’utilisation du kit DNeasy PowerSoil Pro Kit de Qiagen, qui est trés utilisé pour
les échantillons alimentaires (Evans et al., 2018). Nous avons appliqué des

ajustements au protocole du fournisseur pour optimiser nos préparations d’ADN
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qui ont été définis a partir de nombreux exemples de protocoles de la littérature

et d’échanges avec Monika Coton qui a travaillé sur les SCOBY de kombucha.

2.2.1 Lyse des cellules

Cette étape du protocole est critique car il est nécessaire que I’ADN extrait soit
représentatif de toutes les espéces présentes et de leur proportion relative, la lyse
des cellules doit donc étre compléte. Dans le cas du kombucha, comme cela a été
décrit dans I’introduction, les espéces présentes peuvent avoir des niveaux tres
variables de résistance a la lyse mécanique selon qu’il s’agisse de levures, de
bactéries a Gram positif ou de bactéries a Gram négatif. Cependant, si on applique
une lyse mécanique suffisamment intense pour lyser les cellules les plus
résistantes, ’ADN extrait des cellules les plus fragiles risque d’étre trop
fragmenté et ces especes seraient sous représentées lors des détections ultérieures.
Des protocoles de lyse enzymatique sont également décrits pour les levures et les
bactéries mais ils ne sont pas forcément efficaces sur toutes les espéces. Enfin, les
seuls effets des détergents sont insuffisants pour la lyse de cellules a paroi.

Nous avons élaboré un protocole inédit qui consiste en plusieurs étapes
séquentielles de traitement mécanique permettant de pousser la lyse des cellules
tout en préservant la qualit¢é de I’ADN extrait (Figure 1.3). Les traitements
mécaniques sont effectués avec un homogeénéisateur de tissus FastPrep (MP
Biomedicals) et des billes de verre de diamétre 425-600 um (Sigma Aldrich).
L’observation de I’état des cellules apres chaque traitement mécanique,
visualisées au microscope dans des états frais et la qualit¢ de ’ADN extrait
(Figure 1.4 A) ont permis de définir un nombre de trois cycles de traitement
mécanique. Le protocole de lyse a donc été adapté, en fractionnant en trois parties
la quantité de solution de lyse prévue par le protocole du fournisseur. Les cellules

totales ont été soumises a un premier traitement mécanique avec une part de la
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solution de lyse puis le lysat a été séparé par centrifugation des débris et des
cellules non lysees et finalement récupéré et réservé. De la méme maniére, les
cellules non lysées ont été soumises a un deuxieme traitement mécanique avec
une nouvelle part de la solution de lyse et le lysat de cette étape a été récupére
avant de soumettre les cellules restantes a un troisiéme traitement mécanique avec

la derniére part de la solution de lyse.

microorganismes
\\ présents dans la
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= ) biofilm-mére > > > microbienne
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biofilm-fille > > centrifugation > + billes de verre
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Figure 1.3. Grandes étapes de I’extraction d”’ADN des cellules des différentes fractions
d’un SCOBY de kombucha.

Les trois lysats ont ensuite été regroupés avant de poursuivre la purification de
I’ADN extrait selon le protocole du fournisseur, avec une nouvelle modification
comme suit : avant I’étape finale d’¢élution de I’ADN fixé sur une colonne de
silice, nous avons effectue un lavage supplémentaire avec la derniere solution de

lavage du kit.
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Figure 1.4. Analyses de la qualité de I’ADN extrait et purifié. (A) Comparaison des
profils de I’ADN des trois lysats séquentiels successifs (pistes 2, 3, 4) et rassemblés (piste
5), aprés électrophorése en gel d’agarose 0.8%, avec le marqueur de taille GeneRuler 1
kb Plus de Thermo Scientific (piste 1). (B) Spectre d’absorption d’une préparation
d’ADN purifié selon le protocole du fournisseur (ligne verte), effectué au
spectrophotometre Nanodrop 2000 (C) Spectre d’absorption d’une préparation d’ADN
purifi¢ avec un lavage supplémentaire avant 1’étape d’élution, au spectrophotomeétre

Nanodrop 2000.

Ce lavage supplémentaire a permis d’¢liminer des composés présentant un pic
d'absorption a 230 nm que nous supposons étre de la guanidine présente dans des
traitements de la colonne et qu’un seul lavage ne suffit pas a éliminer (Figure 1.4
B et C). Ce protocole modifié est devenu le protocole standard pour tous les
échantillons analysés pendant la these, il permet d’obtenir en routine 300 ng
d’ADN par échantillon avec une majorité de fragments de taille supérieure a 5 kb
et exempt de contaminants qui pourraient interférer avec les étapes de formation

des librairies de séquencage.
2.2.2 Cas particulier des cellules du biofilm de cellulose

Il est a noter que la libération des cellules du compartiment biofilm compose de
cellulose bactérienne, a nécessité un traitement préalable a I’extraction d’ADN.

Parmi les différents protocoles décrits dans la littérature, nous avons opté pour
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un traitement enzymatique a la cellulase qui permet de digérer complétement la
cellulose (700 U pour 2 g de biofilm) (Figure 1.3).

Il est & noter que quelques biofilms trés épais et tres denses ont nécessité une durée
plus longue de digestion. Il existe également des protocoles de broyage
mécanique avec instruments qui ne sont pas disponibles au laboratoire, comme
un disperseur Ultraturrax (lka) ou un broyeur homogénéisateur Stomacher
(Seward).

Grace a Renaud Wagner (ESBS), nous avons pu comparer I’ADN extrait de
cellules de biofilm récupérées apres traitement avec un Ultraturrax a celui de
cellules de biofilm récupérées par digestion enzymatique. Les quantités d’ADN
extraites a partir de mémes quantités de biofilm étant comparables, nous avons
donc décidé de traiter tous nos échantillons par la digestion a la cellulase. Les
cellules de 2 g de biofilm libérées apres traitement a la cellulase sont récupérées
par centrifugation a 10,000 g pendant 10 minutes. Le culot cellulaire peut étre

conserve a -20°C jusqu’au moment de I'extraction d’ADN.

Au total, pendant la thése, les extractions d’ADN de 213 échantillons ont été

effectuées dont 173 de cellules de la phase liquide et 40 de cellules de biofilm.

2.3 Génération des librairies d’amplicons

2.3.1 Amorces de PCR.

La préparation des librairies d’amplicons se fait en deux étapes : une premiere
amplification de la région correspondant au marqueur taxonomique est effectuée
au laboratoire (PCR1). Les amorces utilisées pour la PCR1 sont étendues en 5’ et
contiennent une séquence servant d’adaptateur pour une deuxiéme amplification
par PCR effectuée par la plateforme de sequengage (PCR2). Lors de la PCR2, les

index uniques de multiplexage et les index de séquengage Illumina sont ajoutes.
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Les échantillons traités pendant la thése ont été séquencés par deux plateformes
de séquencage. La premiere plateforme sollicitée était la plateforme Genewiz et
son service Amplicon-EZ (https://www.genewiz.com/en-
GB/Public/Services/Next-Generation-Sequencing/Amplicon-Sequencing-
Services). Les avantages de cette plateforme sont la possibilité d’envoi
d’échantillons individuels, un temps de séquencage estimé court (2 semaines,
normalement), un nombre minimal de séquences garanti a 50000 par échantillon.
Les contraintes sont : la limite de taille maximale de I’amplicon, fixée a 550 pb,
la préconisation de traiter un amplicon unique et de taille constante par essai. La
nécessité de fournir des amplicons purifiés, avec une quantité minimale d’ADN
de 500 ng et une concentration de 20 ng/ul est également contraignante lorsque
les échantillons sont nombreux. Lors de I’avancement du projet, le nombre des
échantillons est devenu important, et nous avons pu bénéficier des services de la
plateforme INRAE de séquencage Miseq a Montpellier (UMR AGAP,
Amélioration Génetique et Adaptation Des Plantes). Les échantillons d’une méme
série sont traités dans le méme run de séquencage. Il n’y a pas de quantité d’ADN
minimale exigee, la seule exigence est relative a la verification sur gel
d’électrophorese du bon déroulement de I’amplification des régions cibles. La
purification de la PCR1 est effectuée par la plateforme. Les amorces qui ont été
utilisées afin de générer les amplicons sont décrites dans la Table 1.1 et les
adaptateurs ajoutés en 5 des amorces sont décrits dans la Table 1.2. Les deux
plateformes ont des stratégies différentes pour éviter la saturation du signal lors
du séquencage d’amplicons. La stratégie de la plateforme de Montpellier
implique d’ajouter dans nos amorces pour la PCR1 des positions dégénérées entre
la séquence ciblée par les amorces de la PCR2 et la sequence ciblant le marqueur

taxonomique.
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Marqueur Taxons ciblés Orientation Amorce originale Référence Séquence adaptée

Vvav4 bactéries et archées sens Pro341F Takahashi et al, 2014 (adaptateur1*)-CCTACGGGNBGCASCAG

vava bactéries et archées anti-sens Pro805R Takahashi et al, 2014 (adaptateur2*)-GACTACNVGGGTATCTAATCC
ITS1 levures et champignons sens ITS1 Bellemain et al, 2010 (adaptateur1*)-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
ITS1 levures et champignons anti-sens ITS2 Bellemain et al, 2010 (adaptateur2*)-GCTGCGTTCTTCATCGATGC

D2 levures et champignons sens NL-D2 cette étude (adaptateur1*)-AGAGACCGATAGCRAACAAGTA
D2 levures et champignons anti-sens NL-4 O'Donnell & Cigelnik, 1997  (adaptateur2*)-GGTCCGTGTTTCAAGACGG

Table 1.1. les séquences cibles des amorces utilisées pour la PCR1, effectuée au
laboratoire, selon le marqueur ciblé. La séquence de chaque amorce contient en 5°, une
séquence servant d’adaptateur pour la PCR2, effectuée par la plateforme deséquencage.

Adaptation Séquence Orientation Plateforme
adaptateur 1-g ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT sens Genewiz

adaptateur 2-g GACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT anti-sens Genewiz

adaptateur 1-a TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNNN sens Montpellier
adaptateur 1-b TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNNNDV sens Montpellier
adaptateur 1-c TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNNNNNRM sens Montpellier
adaptateur 2-a GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNNN anti-sens Montpellier
adaptateur 2-b GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNNNH anti-sens Montpellier
adaptateur 2-c GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNNNNW anti-sens Montpellier

Table 1.2. les séquences des adaptateurs ajoutés en 5’ des amorces de la Table 1. Pour
effectuer la PCR1 envoyée a la plateforme de Montpellier, il est nécessaire de préparer
un mélange équimolaire de trois amorces sens et trois amorces antisens comportant
chacune 1’un des adaptateurs 1-a, 1-b, 1-c ou 2-a, 2-b, 2-c, respectivement. Les séquences
dégénérées et les longueurs variables des adaptateurs évitent la saturation du signal lors
du séquencage
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2.3.2 Choix et validation des marqueurs taxonomiques

Comme cela a été décrit dans I’introduction, plusieurs marqueurs ciblant 1’opéron
codant les ARN ribosomiques peuvent étre utilisés. Voici comment les marqueurs
que nous avons utilisés ont été validés.

Dans les études de métagénomique ciblée en séquencage haut débit, les taxons de
levures sont détectés dans des librairies d’amplicons ciblant les marqueurs ITS1

ou ITS2 (Blaalid et al., 2013).

|
i
r
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i

1 izﬂzi'

Figure 1.5. Alignement des segments D1-D2 de 527 espéces de levures et position
relative des amorces NL-D2 et NL-4 utilisées pour cibler le marqueur D2. Lorsque le
segment D1-D2 de 660 pb est ciblé, I’amorce sens NL-1 est utilisée (O’Donnell and
Cigelnik, 1997). Les zones colorées en nuances de violet croissantes correspondent a
celles de forte similarité de séquence, les régions trés divergentes et non alignées
apparaissent en blanc.
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Le segment incluant les domaines hypervariables D1 et D2 est également un bon
marqueur taxonomique (Kurtzman and Robnett, 1998) mais les études publiées
I’utilisent soit avec la méthodologie de PCR-DGGE décrite au chapitre précédent,
soit pour identifier I’espéce pour des isolats apreés amplification par PCR et
séquencage de type Sanger. Les amplicons de ces marqueurs n’étaient pas
compatibles avec les prestations de la plateforme de séquengage Genewiz. Les
marqueurs ITS1 et ITS2 génerent des tailles d’amplicons assez variables selon les
especes et le marqueur D1-D2 génére des amplicons de taille constante mais d’une

longueur de 660 pb, au-dela de la limite de taille préconisee.

L’examen des alignements de séquences du segment D1-D2 correspondant a 527
especes de levure (Kurtzman and Robnett, 1998) (Figure 1.5) nous a permis de
définir une amorce interne dégénérée permettant d’amplifier uniquement le
segment D2 pour ces 527 espéces, pour des amplicons de longueur constante
d’environ 330 pb. Il a été décrit que des marqueurs différents peuvent donner des
compositions en genres ou en espéces différentes pour un méme échantillon
(Ercolini, 2004). Cela est d a une compétition entre les amplicons et les amorces
au moment de 1’étape d’hybridation lors de la PCR1. L’importance de cet effet
est dépendante du marqueur utilisé (Ercolini, 2004). Afin de valider le marqueur
D2, nous avons donc comparé les compositions microbiennes de six échantillons
d’origine différente, déterminées avec le marqueur D2 ou ITS1, pour la méme
plateforme de séquencage (celle de Montpellier). Les compositions obtenues sont
illustrées dans la (Figure 1.6A) et correspondent a des especes de levures
couramment décrites dans les SCOBY de kombucha (voir I’introduction). Ces
compositions montrent des différences selon le marqueur utilisé. Avec le
marqueur ITS1, seules trois espéces de la famille des Pichiaceae sont détectées
sur I’ensemble des échantillons. Les espéces représentées par les amplicons
minoritaires du marqueur D2 sont complétement absentes des compositions

obtenues avec le marqueur I1TS1 alors que la profondeur de lecture est du méme
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ordre de grandeur qu’avec le marqueur D2 (hnombres moyens de lectures de 81500
et 72000, respectivement). Cela aboutit a des distances assez importantes entre les
paires d’échantillons et des distances plus faibles entre les échantillons traitésavec
le marqueur ITS1 (Figure 1.6B). Nous avons effectué quelques vérificationspour
essayer de comprendre pourquoi le marqueur ITS1 semble moins sensible que le
marqueur D2. Un examen des séquences universelles des amorces utiliséespour
amplifier le segment ITS1 (Bellemain et al., 2010) montre que, pourcertaines
especes, les amorces ne sont pas parfaitement complémentaires a leur séquence
cible. Il y un mésappariement qui est assez proche de leur extrémité 3°.De plus,
une analyse des séquences ITS1 des especes détectées dans nos échantillons
montre des différences de taille assez importantes allant de 80 a 100pb pour les
Pichiaceae de nos SCOBY, détectées avec les deux marqueurs, a 250et jusqu’a
400 pb pour les especes uniquement détectées avec le marqueur D2. Ces
différences peuvent expliquer une sensibilit¢ moindre du marqueur 1TS1 par
rapport au marqueur D2 dans le contexte de SCOBY de kombucha. Il est a noter
que les variations de séquence du marqueur D2 des levures sont du méme ordre
que celles du marqueur VV3-V4 des bactéries avec des divergences de 1 a 5% entre
les segments D2 d’espéces du méme genre et des divergences de 5 a 28% entre
les segments D2 des especes de genre différent. Pour le marqueur ITS1, les
séquences des levures habituellement présentes dans les SCOBY sont trés
différentes entre les genres et méme dans certains cas entre les especes au point
qu’elles ne peuvent pas étre alignées entre elles. Ces résultats ont donc conforté
notre choix d’utiliser le marqueur D2, inédit pour les études métagénomiques en
séquencage haut débit, pour analyser et comparer les compositions en levures de
tous nos échantillons. Pour 1’affiliation des rangs taxonomiques des OTU,
I’utilisation de ce marqueur a nécessité de formater et faire installer par les
responsables de la plateforme FROGS, une banque représentée par les segments

D2 des 527 espéces de levure décrits précédemment (Kurtzman & Robnet, 1998).
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abondance des lectures

Cette banque n’est pas tres exhaustive, il faut donc vérifier et ajuster
manuellement, si nécessaire, I’espéce attribuée a certains taxons apres 1’étape
d’affiliation par FROGS.

Pour déterminer les compositions en bactéries, nous avons choisi le marqueur V3-
V4 qui est I’'un des marqueurs les plus utilisés en métagénomique alimentaire
(Takahashi et al., 2014). Les amplicons sont de taille constante d’environ 460 pb,
compatibles avec les prestations habituelles des plateformes de séquencage.

La banque pour I’affiliation des rangs taxonomiques des OTU est la banque Silva

138 (https://www.arb-silva.de/documentation/release-138/), mise a jour le 16
décembre 20109.

i
Brettanomyces anomalus ; =
Brettanomyces bruxellensis ~ ~
10000 Pichia kudriavzevi v
Pichia membranifaciens
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe at
Torulaspora microellipsoides =
2Zygosaccharomyces bailii B

VK3 BB1 EB1 VK1 BB2 BB3 VK3 BB1 EB1 VK1 BB2 BB3

At e

marqueur D2 marqueur ITS1

Figure 1.6. Comparaison des compositions en espéces de levures avec les marqueurs
taxonomiques D2 et ITS1.(A) Comparaison des compositions en espéces de Six
¢chantillons d’origine différente : les échantillons sont nommés selon leur origine et
disposés selon le marqueur taxonomique utilisé. La hauteur des boites représente
I’abondance des lectures pour chaque espéce. Le nombre de lecture par échantillon a été
raréfi¢ dans le package Phyloseq. (B) Distances entre les six paires d’échantillons,
calculées selon la dissimilarité de Bray-Curtis et représentées en ‘multidimensional
scaling’ (MDS). Les couleurs sont utilisées pour différencier 1’origine des échantillons et
les formes des points pour distinguer le marqueur taxonomique utilisé. Une ligne relie
les échantillons de méme origine
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http://www.arb-silva.de/documentation/release-138/)

2.3.3 Taqg ADN polymérase pour générer les librairies d'amplicons

De nombreuses études de metabarcoding établissent leurs librairies avec une Taq
ADN polymeérase a haute-fidélité, pour limiter I’impact d’erreurs de PCR sur les
données de sequencage. Comme les études du projet de thése nécessitent de
nombreuses amplifications, nous souhaitions vérifier la possibilité d’utiliser une
Tag polymérase classique. Nous avons donc comparé les résultats de sequencage
de librairies effectuées avec le marqueur le plus long (V3-V4), pour la méme
préparation d’ADN issu de cellules du liquide de fermentation, lorsque la PCR1
est effectuée avec la Dream Taq polymérase (ThermoFisher Scientific) ou avec la
Phusion Plus DNA Polymérase (ThermoFisher Scientific). Pour une taille de 460
pb, le fournisseur annonce que 30% des amplicons présentent au moins une erreur
lorsqu’ils sont obtenus avec la Dream Taq polymérase alors que la fidélitéde la
Phusion Plus DNA Polymérase est 100 fois supérieure.

Dans I’illustration (Figure 1.7), les compositions en OTU affiliés a I’échelle genre
sont comparées pour différentes librairies. Ces compositions comprennent des
genres de bactéries couramment décrits dans les SCOBY de kombucha (voir
I’introduction). La comparaison comprend deux réplicats techniques ou la PCR1
a été effectuée avec la Dream Taq polymeérase et deux réplicats techniques ou la
PCR1 a été effectuée avec la Phusion Plus DNA Polymerase. Le séquencage a été
effectué avec la plateforme Genwiz. On peut observer que les mémes OTU ont
été constitués dans chacun de ces quatre essais et que pour un genre donné, ce
sont les mémes OTU qui sont majoritaires. Certains OTU n’ont pu étre affiliés
qu’a I'échelle de la famille (ici, des OTU de la famille des Acetobacteraceae) mais
leurs proportions sont similaires dans tous les essais. Quel que soit la Tag
polymérase utilisée, d’éventuelles erreurs lors de I’amplification en PCR1 ont
donc eu un effet négligeable sur les profils des OTU. Cependant, les proportions
de certains genres different entre les essais avec la Dream Taq et ceux avec la

Phusion Plus. Notamment, pour ces derniers, la proportion du genre Oenococcus
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est moins importante, au profit de celle du genre Lactobacillus, qui sont les seuls
genres représentant l'ordre des Lactobacillales dans nos échantillons. Les
séquences consensus des OTU correspondants ne sont similaires qu’a 81%, ce qui
permet d’écarter qu’une mauvaise affiliation due a des erreurs de PCR soit a
I’origine de ces différences. Ces différences sont certainement dues a des
comportements différents des deux polymérases, vis-a-vis de certaines séquences
cible. De maniére importante, ces différences rappellent que les compositions
d’amplicons ne sont qu’un reflet, obtenu dans des conditions données, de la
composition effective des cellules d’une communauté. Les librairies nécessaires
aux différents projets ont donc toutes été obtenues avec la méme Taq polymérase,

la Dream Taq polymérase.

Dream Taq Phusion Plus

Acetobacter
Acetobacteraceae_genera
Ameyamaea
Gluconacetobacter
Gluconobacter
Komagataeibacter
Lactobacillus

(yeast mitochondria)
Oenococcus

replicat DT1 replicat DT2  replicat PP1 replicat PP2

,,,,,,,,

abondance des lectures

Figure 1.7. Comparaison des données obtenues avec deux Taq polymérase différentes.
Les données sont comparées pour la composition en genres de bactéries, pour le méme
échantillon et le méme marqueur taxonomique V3-V4. La hauteur des boites représente
I’abondance des lectures de chaque OTU et les couleurs correspondent au genre assigné
a chaque OTU. Le nombre de lectures par échantillon a été raréfié dans le package
Phyloseq.
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2.4 Comparaison des données de séquencage genérées par les deux plateformes

Les protocoles des deux plateformes utilisées pour le séquencgage des librairies
d’amplicons différent en plusieurs points, avec notamment des adaptateurs de
séquence différente pour étendre les amorces d’amplification de la PCR1. Aussi,
nous avons effectué une comparaison dans laquelle les librairies du méme
marqueur, pour les mémes échantillons, ont été sequencées avec les deux
plateformes. Il s'agit de quatre échantillons d’origine différente : BB1, BB1, VK1
et EB1 pour lesquels une librairie d’amplicons D2 a été générée pour chaque
plateforme. Les résultats sont illustrés dans la (Figure 1.8A). Le nombre de
lectures genéré est plus variable d un échantillon a un autre, pour les échantillons
traités par la plateforme Genewiz. Cela peut s’expliquer par le fait que méme si
les librairies sont envoyées en méme temps, elles ne sont pas forcément traitées
dans le méme run de séquencage contrairement a la plateforme de Montpellier.
Malgré ces variations en nombre de lectures, les profils taxonomiques de deux
échantillons de méme origine traités par les deux plateformes sont similaires a
I’échelle OTU et a 1’échelle espece (Figure 1.8B). Les proportions des espéces
majoritaires sont trés similaires mais les especes minoritaires sont mieux
détectées pour les échantillons traités par la plateforme de Montpellier. Les
distances entre les échantillons, calculées avec 1’indice de Bray-Curtis, sont
faibles, voire nulles pour les échantillons de méme origine (Figure 1.8C). Elles
sont inférieures a celle entre les échantillons d’origine différente, méme pour les
deux échantillons BB2 et EB1 dont les compositions sont les plus similaires. De
plus, les compositions en espéces definies aprés séquencage par les deux
plateformes sont corrélées a 99% (p < 2.2e-16, méthode de Pearson, Figure 8D),
nous avons donc considéré qu’il est possible d’inclure dans une méme analyse,
les données d’échantillons traités par 1’une ou I’autre de ces deux plateformes,

pour le méme marqueur taxonomique.
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Figure 1.8. Comparaison des données obtenues avec les plateformes de séquengage :(A)
Nombre de lectures par échantillon, selon la plateforme de séquencage, la moyenne de
chaque lot d’échantillons est indiquée par la ligne rouge pointillée. (B) Comparaison des
compositions en especes des échantillons : les échantillons sont nommés selon leur
origine et disposés selon la plateforme de séquencage. La hauteur des boites représente
I’abondance des lectures de chaque OTU et les couleurs correspondent a I’espéceassignée
a chaque OTU. Le nombre de lecture par échantillon a été raréfié dans le package
Phyloseq. (C) Distances entre les quatre paires d’échantillons, calculées selon la
dissimilarité de Bray-Curtis et représentées en ‘multidimensional scaling’ (MDS). Les
couleurs sont utilisées pour différencier 1’origine des échantillons et les formes des points
pour distinguer la plateforme de séquencage. Une ligne relie les échantillons de méme
origine. (D) Corrélation positive entre les abondances des lectures pour chaque espece,
obtenues avec les deux plateformes.
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Au total, pendant la these, 420 échantillons ont été séquencés : 140 par la

plateforme Genewiz et 280 par la plateforme de Montpellier.

3. Extension a d’autres communautés impliquant des levures du genre

Brettanomyces

Certains projets du laboratoire s’intéressent aux levures du genre Brettanomyces
et plus particuliérement a 1’espece B. bruxellensis. Cette espece est importante
pour d’autres boissons fermentées dont certaines biéres, le cidre et le vin
(Avramova et al., 2018). Pour la fermentation de biéres et de cidre, 1’espéce est
intéressante, dans la production d’arobmes ou pour libérer des molécules
aromatiques des substrats végétaux fermentés. A 1’inverse, pour la fermentation
et la maturation des vins rouges, ces aromes sont souvent considérés comme des
déviations organoleptiques non désirables et des mesures sont prises pour éviter
la contamination aux différents stades de la fermentation, de I'élevage et de la
mise en bouteille. Malgré ces mesures, les contaminations par des levures du
genre Brettanomyces sont problématiques et peu prévisibles, ce qui fait que leurs
conséquences ne sont souvent détectées que tardivement lors de I’élevage ou
méme bien apres I'embouteillage. 1l est également difficile de savoir pourquoi ces
contaminations ne conduisent pas systématiquement a la formation d’ar6mes
indésirables, et pourquoi, dans certains cas, des caractéristiques intéressantes
peuvent étre attribuées a ces contaminations. Devant la complexité de cette
situation, un des axes de recherche a développer consiste a mieux connaitre la
composition des communautés microbiennes de vin altérés ou non, afin de mieux
comprendre les facteurs favorisant ces contaminations et ceux qui conduisent a
des effets considérés comme intéressants ou problématiques sur le goQt des vins.
Nous avons donc testé si notre protocole de métabarcoding pouvait s’appliquer a

des échantillons de vin ou de biére. L’Institut de la Vigne et du Vin a Bordeaux,
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avec laquelle notre équipe collabore, a pu échantillonner des cellules de différents
vins contaminés ou non. Ces échantillons ont été complétés par des échantillons
d’un brasseur de biere élevée en ft. Nous avons traité ces échantillons avec notre
protocole de métabarcoding. Contrairement aux fermentations de kombucha, les
prelévements sont peu fournis en cellules car lors de 1’étape d’élevage, une partie
de la flore microbienne a disparu. La plupart des échantillons ont tout de méme
permis d’obtenir des profils taxonomiques de leurs communautés en levures et en
bactéries (Figure 1.9). Pour les échantillons de vin, ces profils présentent des
similarités importantes avec ceux obtenus pour les fermentations de kombucha,
avec la présence majoritaire des levures B. bruxellensis et B. anomalus et des
bactéries de la famille des Acetobacteraceae (Figure 1.9A). Pour les échantillons
de biere, les profils sont différents, avec une espece de levure majoritaire
Brettanomyces custersianus qu’on ne retrouve pas dans les communautés de
kombucha et des bactéries majoritaires des genres Gordonia et Sphingomonas
(Figure 1.9B). Ce que ces tests ont permis d’apporter & notre projet, est de valider
la possibilité d’appliquer le protocole d’extraction a des quantités limitées de
cellules, la possibilité de ’appliquer a d’autres boissons que le kombucha et de
vérifier le pouvoir de résolution du marqueur D2 pour les espéces de levures.
L’investissement consacré a la mise au point du protocole de lyse a permis
d’établir un protocole de base qui pourra étre appliqué a d'autres projets de
I’équipe. Par ailleurs, pour les futurs projets sur ces communautés, ces tests tres
préliminaires ont aussi permis de mettre en évidence qu’il semble difficile
d’interpréter les différences de proportions des taxa, entre vins témoins et vins
considérés comme altérés. Les cellules de prélévements systématiques effectués
tout au long des étapes de vinification, du pressage aux stades de fermentation
(lorsque la densite de cellule est élevée) et a 1’élevage, pourraient étre stockees et
mises en attente avant d’analyser la composition microbienne par métabarcoding,

jusqu’a la détection éventuelle d’altération dues & une contamination par
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proportion des lectures

T C T C T C

Brettanomyces. Ce design, incluant de multiples comparaisons sur de longues
lignées temporelles devrait ainsi permettre de mettre en évidence s'il y a des liens
entre la composition microbienne et les effets d’une contamination.

B.

Chateau1 Chateau2 Chateau3 Chateau 4 barrique 1 barrique 2

| | Brettanomyces anomalus
Brettanomyces bruxellensis
Brettanomyces custersianus
Saccharomyces cerevisiae
| | Pichia membranifaciens
Hanseniaspora valbyensis
Saccharomycetales species
Tremellales species

]

Acetobacter
Komagataeibacter
| | Gluconobacter
Gluconacetobacter
Lactobacillus
Gordonia
Shingomonas

5

Figure 1.9. Compositions microbiennes de vin rouges et de bieres selon notre protocole
de métabarcoding. (A) Proportions des espéces de levure (marqueur D2) et des genres de
bactéries (marqueur V3-V4) dans trois paires d'échantillons de vin rouge, composées
d’un vin témoin (T) et d’un vin dont la contamination par Brettanomyces est établie (C).
Les vins de chaque paire proviennent du méme chéteau et les vins des différentes paires
proviennent de chateaux différents. (B) Proportions des espéces de levure (marqueur D2)
et des genres de bactéries (marqueur VV3-V4) dans deux barriques de biére provenant du
méme brasseur. Les prélevements ont été effectués lors de la mise en tonneau (i) puis
aprés 2 mois (m2) et sept mois (m7) d’élevage. Dans la légende, seules les taxons
majoritaires sont indiqués.
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Chapitre 2 : Exploration

de la diversité taxonomique de
SCOBY d’origines differentes
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Introduction

Pour comprendre le fonctionnement d’une communauté microbienne dans un
processus biologique donné, dans une niche écologique ou dans un systeme de
fermentation, il est important de connaitre tous les taxons impliqués : ceux qui
sont strictement nécessaires au processus et ceux qui sont présents sans participer
directement a ce processus. De méme, il est important de déterminer quel degré
de diversité taxonomique caractérise ces communautés : est-ce qu’il s’agit d’une
diversité impliquant des taxons trés différents pouvant assurer des fonctions
similaires nécessaires a ce processus, ou ce processus est-il caractérisé par des
taxons bien precis ?

Apres avoir mis au point les méthodes de culture de kombucha et de
caractérisation taxonomique par métabarcoding, un axe du projet consistait donc
rassembler des SCOBY variés et d’analyser leur composition. Lorsque les travaux
de these ont démarré, quelques études s’étaient déja intéressees a la
caractérisation des microorganismes impliqués dans la fermentation du
kombucha, en utilisant des méthodes dépendantes de la culture et la méthode
indépendante de métabarcoding. Ces études effectuées par des laboratoires ayant
des sources de SCOBY différentes, montraient des différences dans les
compositions microbiennes mais aucune comparaison systématique n’avait été
réalisée. De plus, les SCOBY analyses étaient de nature tres disparate : il
s’agissait Soit d’un nombre trés restreint de SCOBY (Marsh et al., 2014 ; Reva et
al., 2015 ; Chakravorty et al., 2016), soit d’échantillons prélevés chez des
brasseurs aux pratiques diverses et directement analysés (Coton et al., 2017), soit
de SCOBY cultivés au laboratoire mais avec des conditions différentes de thé et
de sucres ou de stress (Gaggia et al., 2018 ; Podolich et al., 2017).

Afin d’avoir une connaissance approfondie de la diversité taxonomique des

SCOBY, nous avons donc effectuée une comparaison systématique de SCOBY
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de différentes origines en analysant leur composition microbienne par
métabarcoding. Les résultats sont rapportés dans un manuscrit qui va étre soumis
a une revue a comité de lecture : ces analyses ont permis de définir les taxons
communs a tous les SCOBY générés, qui constituent donc le microbiome core. Il
s’agit des especes de levures B. anomalus et B. bruxellensis, ainsi que les genres
de bactéries Komagataeibacter et Acetobacter. Les SCOBY élevés dans des
conditions identiques, présentent une diversité apportée par les proportions
relatives des taxons du core, ainsi que par la présence de taxons accessoires,

specifiques a certains SCOBY.

Ce manuscrit est inclus a la fin de ce chapitre du mémoire de these. 1l est précédé
de deux parties qui (i) détaillent comment la collection de SCOBY a été
rassemblée et (ii) présentent des résultats préliminaires portant sur la
caractérisation de souches isolées a partir de quelgques un de ces SCOBY afin de
constituer une collection de souches représentatives de la fermentation de

kombucha.

Résultats

Les starters utilisés pour générer les SCOBY

Le kombucha est devenue une boisson trés populaire, elle est fabriquée dans le
monde entier et de trés nombreuses marques vendent des boissons sous le nom de
kombucha. Comme il n’y n’existe pas de réglementation ou d’appellation
kombucha, ces boissons peuvent rassembler des produits assez hétérogenes dans
leur composition chimique et biochimique, le seul point commun étant une
concentration en éthanol suffisamment faible pour appartenir a la categorie des

boissons sans alcool (au maximum, 1.2 % v/v, en France). La présence de
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microorganismes vivants, leur composition taxonomique et le processus de
fermentation sont des caractéristiques tres variables selon les marques.
Si on le souhaite, on peut produire son propre kombucha, comme cela a été
pratiqué pendant des siecles. A notre époque, de trés nombreux sites en ligne,
d’amateurs ou de professionnels, contribuent a diffuser des connaissances sur le
kombucha et dispensent des conseils et des recettes de fermentation (par exemple
https://revolutionfermentation.com/blogs/kombucha/comment-faire-  son-
kombucha-maison/). 11 est possible de se procurer un SCOBY auprés d’un
brasseur amateur de kombucha et aussi d’en acheter. Différentes marques
fabriquent et commercialisent des SCOBY et il est tres facile de les acheter en
ligne. Généralement, les SCOBY commercialisés sont constitués d’un disque de
biofilm plongé dans du liquide fermenté et permettent d’initier directement des
back-sloppings selon la méthode traditionnelle. Il est aussi possible de générer un
SCOBY en utilisant une boisson kombucha commerciale non pasteurisée pour
inoculer une infusion de thé sucrée. Si la boisson a des qualités adéquates, avec
un peu de patience (2-3 semaines), un fin biofilm se forme a la surface et un

SCOBY complet devient utilisable aprés un nouveau cycle de fermentation.

Dans ce contexte, nous avons constitué une collection de SCOBY a comparer, en
essayant d’avoir une large diversité d’origines (Table 2.1). Bio Brasseurs est bien
sr le fournisseur principal de starter pour les études de la thése. Un des SCOBY
inclus dans cette comparaison (BB1) a été généré directement a partir d’un
prélevement effectué sur le rétentat de filtration d’une cuve de fermentation. Au
moment ou la thése a démarré, début 2019, I’offre de SCOBY de kombucha
commercialisés en France n’était pas trés étendue. Nous avons pu rassembler six
SCOBY ¢élaborés par des producteurs professionnels. Le nombre de producteurs
a augmenté depuis, et nous pourrions facilement tripler notre collection

aujourd’hui. Pour augmenter les comparaisons, un des SCOBY (KF2) a eté
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recommandé chez le méme producteur, une année plus tard et un autre (FE2) a
¢été remis en fermentation apres conservation d’une aliquote pendant une année en
chambre froide. Pour augmenter notre collection, nous avons également générédes
SCOBY a partir de boissons commercialisées : certaines marques, fabriquéesen
France ou a I’étranger, sont assez largement distribuées en ligne, en grande
distribution ou par les chaines de magasins ‘bio’. D’autres marques ont une
distribution plus confidentielle et ont pu étre découvertes dans des boutiques
locales, au gré de deplacements professionnels ou de loisir. Dix boissons ont donc
pu étre testées comme starter pour générer des SCOBY, en incluant une boisson
fabriquée par Bio Brasseurs (BB2) pour comparer le SCOBY généré avec celui
issus des lignes de fermentation (BB1). Le partage de SCOBY est tres pratiqué
par les amateurs de kombucha, via les sites de petites annonces ou le bouche a
oreille : quatre starters ont ainsi pu étre ajoutés a la collection, dont deux ont été
procurés par des membres du laboratoire (AK et PK). Au total, nous avons ainsi
rassemblé 23 starters qui ont été mis en fermentation pour générer les SCOBY a

comparer.

Génération d’une collection de SCOBY comparables

Les starters rassemblés étaient de formes tres différentes, alors que nous
souhaitions effectuer des comparaisons sur des communautés cultivées dans les
mémes conditions de fermentation. Nous souhaitions également avoir des
communautés qui puissent se propager au cours de plusieurs cycles de
fermentation successifs puisque la méthode de back-slopping est une des
caractéristiques des SCOBY de kombucha. A partir de ces starters, une premiere
étape a consisté a générer des SCOBY de départ comparables (voir ci-dessous).
Dans un deuxieme temps, ces SCOBY de depart ont été propagés par
backslopping traditionnel (inoculum constitue du biofilm fille et du liquide de
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fermentation) et les prélevements a effectuer ont été effectués sur trois

successifs de fermentation.

cycles

Nom Format du starter Origine du starter orgme e Biofilm formation 3 backsloppings = Contamination ScoBY
fabrication

AK liquide + biofilm producteur amateur France (Ardeche) N N X

BB1 suspension cellulaire brasserie France (Alsace) y y X

BB2 boisson non pasteurisée  commercialisé en France France (Alsace) \/ y X

BK boisson non pasteurisée  commercialisé en France France N N X

CP boisson non pasteurisée  commercialisé en France Portugal N N X

DK cellules lyophilisées commercialisé en France France X \ X X
EB boisson non pasteurisée  commercialisé en France France (Aquitaine) N N X

FE1 liquide + biofilm commercialisé en France Etats-Unis N N X

FE2 liquide conservé commercialisé en France Etats-Unis v v X

Fz boisson non pasteurisée  commercialisé en France France (Aquitaine) v v X

HK liquide + biofilm producteur amateur France (Alsace) v v X

KF1 liquide + biofilm commercialisé en France Espagne N N X

KF2 liquide + biofilm commercialisé en France Espagne N N X

KK boisson non pasteurisée  commercialisé en France France (Centre) X \ X X
KOK suspension cellulaire commercialisé en France Slovénie v v X

LK liquide + biofilm commercialisé en France France \/ \/ X

LO liquide + biofilm commercialisé en France France N N \ X
MK liquide + biofilm brasserie France (Bordeaux) \/ \/ X

OK boisson non pasteurisée commercialisé en France Italie X N X X
PK liquide + biofilm producteur amateur France (Alsace) \/ X X X
RI boisson non pasteurisée  commercialisé en France Canada v v X

UR boisson non pasteurisée  commercialisé en France Suisse v v X

VK boisson non pasteurisée  commercialisé en France France v v X

Table 2.1 Informations sur les 23 starters utilisés pour générer des SCOBY comparables.
Le nom des starters ayant générés les 18 SCOBY de cette étude sont en gras.

Selon le type de starter utilisé, le protocole de génération des SCOBY de départ a

été adapté comme suit (voir également la Figure n°1 du manuscrit en court de

rédaction). Pour les starters qui sont composés de biofilm et de liquide de

fermentation, ils ont été soumis a un seul cycle de fermentation de 14 jours, avant
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de démarrer les cycles de fermentations sur lesquelles les échantillons ont été
prélevés. Ainsi, ces SCOBY sont dans le méme état de fonctionnement malgré
des temps de stockages des starters qui peuvent différer selon les fournisseurs.

Si le starter consiste en une suspension concentrée de cellules, il a été ensemencé
dans une infusion de thé sucrée pour générer un biofilm, au bout de 21 jours. Les
liquides de ces fermentations et les biofilms ont constitué les SCOBY de départ.
Si ce sont les microorganismes d’une boisson commercialisé qui ont servi de
starter, ils ont été ensemencés dans une petite quantité d’infusion de thé sucrée
pour générer un fin biofilm au bout de 20 a 30 jours. Une deuxiéme fermentation
a ensuite été effectuée pour obtenir un biofilm plus conséquent et disposer ainsi
des SCOBY de départ. Pour deux boissons, il n’a pas été possible de générer de
SCOBY de départ, notamment parce qu’aucun biofilm ne s’est formé au cours de
différentes tentatives. Un des starters était constitué de microorganismes
lyophilisés, il a été ensemenceé dans une infusion de thé sucrée, selon les
préconisations du fournisseur, mais aucun biofilm ne s’est constitué et son étude
n’a pas €té poursuivie. Pour deux starters, il n’a pas été possible de les maintenir
au long de trois cycles de fermentation (PK et LO).

Nous avons ainsi pu générer 18 SCOBY de départ, propagés sur trois cycles
consécutifs, pour analyser les compositions taxonomiques de 90 prélevements
représentes par les cellules des fractions liquides des trois cycles et celles des
biofilms mére et fille du troisieme cycle (voir la Figure n°1 du manuscrit en court
de rédaction). On peut noter que toutes les fermentations présentaient des aspects
visuels tres similaires, & I’exception de celles des SCOBY KF1 et KF2, dont les
biofilms étaient particulierement épais et rigides. Ces biofilms étaient aussi
particuliérement résistants a 1’étape de digestion par la cellulase, qui permet de
libérer les cellules, au point que nous n’avons pas pu récupérer les cellules des

biofilms pour KFL1.
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Les compositions taxonomiques des échantillons prélevés ont été analysées par
métabarcoding, en générant et séquencant les librairies d’amplicons D2 et V3-V4.
Ces résultats sont détaillés dans un manuscrit en préparation, ajouté a la fin de ce

chapitre.

Composition de fermentations issues de starters non inclus dans les

comparaisons

Plusieurs starters représentés par les boissons étiquetées comme étant du
kombucha, n’ont pas permis de générer des SCOBY pouvant étre inclus dans nos
comparaisons. Aucun biofilm ne s’est constitué, pourtant des microorganismes se
sont multipliés, comme il a été possible de le constater, en effectuant 1I’observation

microscopique d’états frais des prélévements (non montres).

KK OK

H
H Brettanomiyces anomafus
]
]

Acatobacter

Gluconobacter

Figure 2.1. Composition microbienne des fermentations de deux starters n’ayant pas abouti
a la formation de biofilm. La composition en espéces de levures (en haut) est représentée par
la librairie d’amplicons D2. Le nombre de lecture a été normalisé selon 1’échantillon
présentant la plus faible profondeur de séquencgage. La composition en genres de bactéries
(en bas) est représentée par la librairie d’amplicons V3-V4. Le nombre de lecture a été
normalisé selon 1’échantillon présentant la plus faible profondeur de séquencage.
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Pour deux tentatives, nous avons néanmoins souhaité analyser leur composition
microbienne par métabarcoding, afin de savoir si elle pouvait expliquer 1’absence
de biofilm. Les résultats obtenus (Figure 2.1) montrent que la fermentation
conduite avec le starter OK présente une composition en levures et en bactéries
qui n’est pas caracteristique de celle des SCOBY de kombucha, avec une
abondance des genres bactériens Sphingomonas, Pelomonas, et
Methylobacterium rarement décrits dans les compositions de SCOBY.

Les compositions de la fermentation avec le starter KK sont, quant a elles, trés
similaires a celles des SCOBY de kombucha, aussi bien pour les especes de
levures que pour les genres de bactéries. Cependant, les deux genres bactériens
du micobiome core que nous avons défini, ainsi que 1’une des especes de levures
du core, B. anomalus ou B. bruxellensis, sont présents. Il se peut que les
conditions dans lesquelles ces starters ont été cultivés n’aient pas permis
d’assembler un SCOBY typique de kombucha et/ou que la présence de certains
taxons ait interféré avec cet assemblage. Pour ces deux communautés, une
affiliation des taxons de bactéries a 1’échelle espéce permettrait peut-étre de mieux
comprendre pourquoi il n’y a pas eu de formation de biofilm. Ainsi, il serait
possible, notamment, de savoir si les especes du genre Komagataeibacter sont des

especes habituellement présentes dans les SCOBY.

Isolement et caractérisation d’une collection de souches de levures et de
bactéries a partir de différents SCOBY : un apercu de la diversité

taxonomique non révélée par la methode de métabarcoding

En parallele des analyses par métabarcoding, des isolements ont été effectués, a
partir de différents prélevements effectués chez Bio Brasseurs (BB) et pour
certains starters de la collection de SCOBY (EB, LO et MK). L’objectif de ces
isolements n’était pas de caractériser les SCOBY par des méthodes dépendantes
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de la culture, qui dans ce cas doivent étre réalisées de maniére tres exhaustive,
mais de constituer une collection de souches qui pourraient étre utilisées dans des
projets futurs, pour assembler des SCOBY syntheétiques. Deux types de milieux
gélosés ont permis d’isoler ces souches : le milieu YPD (glucose 2 % m/v, yeast
extract 0.5 % m/v, bactopeptone 1 % m/v, agar 2 % m/v) et le milieu MRS
(glucose 0.2 % m/v, bactopeptone 0.1 % m/v, beef extract 0.8 % m/v, sodium
acetate 0.5 % m/v, yeast extract 0.2 % m/v, dipotassium phosphate 0.2 % m/v,
ammonium citrate 0.2 % m/v, Tween 80 0.2 % v/v, magnesium sulphate 0.2 %
m/v, manganese sulphate 0.005 % m/v) additionné de 10% (v/v) de jus de raisin
filtré. L’aspect des colonies a permis de choisir des isolats correspondant a des
aspects variés de taille, de couleur et de texture. Des observations microscopiques
d’états frais ont permis de différentier les isolats de levure de ceux de bactéries,
car ces milieux ont permis la multiplication des deux types de taxons. 135 souches
ont ainsi pu étre isolées et stockées dans un souchier conservé a -80°C : 70 isolats
de bactérie et 65 isolats de levure.

Pour 42 isolats, I’identification au niveau espece a pu étre effectuée, par
séquencage d’amplicons correspondant au géne complet de I’ARNr 16S pour les
bactéries, ou au segment D1-D2 du géne de I’ARNr 25S pour les levures. Ces
amplicons ont été amplifiés par PCR avec les amorces indiquées dans la (Table
2.2), a partir de lysats de cellules en suspensions denses, chauffées a 95°C pendant
dix minutes. Le séquencage a été effectué par la méthode de Sanger automatisée,
par la plateforme de séquencage Eurofins. Les résultats des identifications,
consignés dans (la Table 2.3), montrent que les isolats caractérisés correspondent
principalement a des taxons que nous avons définis comme constituant le
microbiome core du kombucha. Cette analyse, a trés petite échelle, permet
également de voir que les genres de bactéries Komagataeibacter et Lactobacillus

sont représentés par des espéeces différentes au sein d’'un méme SCOBY.
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Pour 18 souches de B. bruxellensis que nous avons isolées, le séquencage complet
du génome a été effectué, en lectures courtes avec la technologie Illumina. Cette
analyse a été réalisée dans le cadre d’un autre projet de 1’équipe, portant sur une
grande collection de souches de B. bruxellensis. Ces données de séquencage ont
permis d’identifier a quelle sous-population de I’espéce appartiennent les souches
que nous avons isolées (Table 2.3). Il est intéressant de remarquer que seule la
moitié des isolats de B. bruxellensis séquencés ont des caractéristiques
génomiques qui permettent de les affilier a la sous-population des souches de
kombucha. Il est également remarquable qu’un certain nombre de souches ne sont
pas affilées a une seule sous-population mais constituent des souches mosaiques
entre plusieurs sous-populations. Enfin, pour les isolats d’un méme SCOBY, le
fait qu’ils ne soient pas affiliés a la méme sous-population indique que plusieurs
souches distinctes de la méme espéce sont présentes dans un méme SCOBY, pour
les quatre SCOBY concernés.

La caractérisation de cette collection est encore trés préliminaire mais ces
analyses ont leur importance pour la poursuite future du projet, montant

I’importance de considérer la diversité taxonomique a différents niveaux.

Marqueur Taxons ciblés Orientation Amorce Référence Séquence adaptée

ARN 16S bactéries et archées sens 27F Miller etal, 2013 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

ARN 16S bactéries et archées anti-sens 1492R Miller etal, 2013 GGTTACCTTGTTACGACTT

D1-D2 levures et champignons sens NL-1 O'Donnell & Cigelnik, 1997 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG
D1-D2 levures et champignons anti-sens NL-4 O'Donnell & Cigelnik, 1997 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

Table 2.2. Séquences des amorces pour le séquengage Sanger des amplicons de I’ARNr
16S et du segment D1-D2. Les amorces dégénérees ont été prolongées par des adaptateurs
permettant le séquencage par les amorces universelles non dégenérées T7 ou SP6.
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isolat SCOBY espece ire

i001 BB Brettanomyces bruxellensis core tequila/ EtOH-beer-Kombucha
1002 BB Brettanomyces bruxellensis core Wine3

i003 BB Brettanomyces bruxellensis core Wine3

1004 LO  Brettanomyces bruxellensis core Kombucha

1005 LO  Brettanomyces bruxellensis core Kombucha-Wine3
1006 LO  Brettanomyces bruxellensis core tequila/EtOH-beer
i007 LO  Brettanomyces bruxellensis core Wine3

i008 Lo Brettanomyces bruxellensis core Kombucha

1009 EB  Brettanomyces bruxellensis core Kombucha

1010 EB  Brettanomyces bruxellensis core Kombucha-Wine3
i011 EB  Brettanomyces bruxellensis core tequila/EtOH-beer
i012 EB  Brettanomyces bruxellensis core Wine3

1013 EB  Brettanomyces bruxellensis core Wine3

i014 EB  Brettanomyces bruxellensis core Kombucha

i015 EB  Brettanomyces bruxellensis core Kombucha-Wine3
1016 MK Brettanomyces bruxellensis core Wine3

i017 MK Brettanomyces bruxellensis core Kombucha

io18 MK Brettanomyces bruxellensis core Kombucha-Wine3
i019 BB Brettanomyces anomalus core _

1020 BB Brettanomyces anomalus core _

i021 EB  Brettanomyces anomalus core _

1022 EB  Brettanomyces anomalus core _

1023 EB  Brettanomyces anomalus core _

024 EB Brettanomyces anomalus core —

025 BB -

1026 BB -

027 BB Schizosaccharomyces pombe accessoire _

i028 BB Zygosaccharomyces lentus accessoire _

029 BB Hanseniaspora valbiensis accessoire _

1030 BB K -

031 BB Komagataeibacter hanseni core _

1032 BB  Komagataeibacter hanseni core _

1033 BB  Komagataeibacter hanseni core _

1034 EB  Komagataeibacter hanseni core _

1035 BB  Komagataeibacter hanseni core _

036 BB Komagataeibacter rhaeticus core _

Komagataeibacter

037 Be saccharivorans core -
P Lomgmetne oo
s Lot o
040 BB Liquorilactobacillus mali accessoire _
041 BB Liquorilactobacillus nagelii accessoire _
042 BB Liquorilactobacillus nagelii accessoire _

Table 2.3. Taxonomie de 42 isolats de levures (noir) et de bactéries (bleu), a I’échelle
espece et a I’échelle sous-population.
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Diversity in the microbial communities involved in kombucha fermentations

performed with SCOBY from different origins.
(Manuscrit en cours de preparation)
Introduction

Multi-species microbial communities involved in human driven fermentation
processes provide valuable models in understanding how the involved microbial
communities are shaped through the interactions between microorganisms and
between microorganisms and their surrounding environment (Wolfe and Dutton,
2015). A sample taken from a microbial community will be defined by its
microbial composition, which consists in the list of the present taxa as well as
their relative proportions. The number and proportions of taxa define the sample
diversity expressed by alpha diversity indexes (Guiasu and Guiasu, 2010). The
comparison of the compositions of samples involved in the same fermentation
process but originating from diverse producers and locations, provides insights
about the diversity of the microbial communities involved in a given process. This
is an important task in order to distinguish the microorganisms that play a central
role in the fermentation process in order to further study the interactions between
the core and the accessoire taxa.

Microbial communities involved in kombucha fermentation, which are called
SCOBY as for Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast, show several
characteristics that may shape SCOBY with a high range of diversity and makes
them interesting models to study microbe interactions (Huang et al., 2022; May
et al., 2019). Kombucha is a popular effervescent beverage generated by the
fermentation of a sweetened tea infusion, during an about fifteen days long
process (Coton et al., 2017; Jayabalan et al., 2014; Janior et al., 2022). It has very

low alcohol content and tastes slightly sweet and acidic. Kombucha SCOBY
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diversity can result from the fact that they are distributed worldwide, they can
perform fermentation in diverse conditions of tea type and sucrose concentrations
(Laavanya et al, 2021), and that they can be used at different production scales:
they were used since centuries in households to produce small quantities of
beverage (one to two liters), and they were increasingly used, since the last fifty
years, by brewers that handle fermentation tanks reaching 1000 to 2000 liters
(Coton et al., 2017; Harrison and Curtin, 2021). The kombucha SCOBY's display
a rather complex shape in the fact that the microorganisms take place into two
fractions representing two distinct environments: the liquid fraction, that will be
consumed as the beverage, and the solid fraction that consists in a floating
compact biofilm. The biofilm is made of reticulated cellulose synthesized during
the fermentation process and containing embedded microbial cells (Tran et al.,
2021). Finally, SCOBYs are propagated from a former fermentation cycle to the
next one through a method called back-slopping. Back-slopping consists in using
the raw products of a previous fermentation to inoculate the fresh substrate (Leroy
and De Vuyst, 2004). The traditional and ancestral back-slopping method for
SCOBY makes use of a bipartite starter that includes a portion of both the liquid
and biofilm fractions (Jayabalan et al, 2014). Therefore, kombucha is as well the
consumed product and a part of the starter used to initiate the next fermentation.
The biofilm part of the starter is called the ‘mother’ biofilm. In the end of the
fermentation process, a de novo formed cellulosic biofilm, the “daughter”, is
generated at the air/liquid interface and it is taken as a new “mother” in the starter
used to inoculate a fresh tea infusion. This process can be propagated in a
continuous and virtually endless manner. On the other hand, the initial “mother”
cellulosic biofilm can be reused as part of a starter. Therefore, an increasing
number of available starters can be gathered along the successive fermentation
cycles and kombucha amateurs take advantage of this characteristic to propagate

and to share the SCOBY's among their communities.
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With the aim of highlighting diversity among the essential microbial taxa

involved in the kombucha fermentation process, we intended to draw comparisons

between SCOBYs of different origins, in limiting the potential impact of the

conditions in which they were stored or generated, furthermore this information

is hardly available. Indeed, for kombucha fermentation, differences in the
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Figure 1. Generation of the initial SCOBY from starters of different origins and different
shapes, followed by three consecutive traditional back-slopping to establish the
fermentation series. The red labels indicate the fractions from which the cells were
harvested to perform metabarcoding, corresponding to the fermented liquid (L), the
daughter (D) and the mother (M) biofilms, at the end of the fermentation that follows the
first, second and third back-slopping.
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composition of SCOBY were described according to parameters like tea type,
sugar amount and fermentation duration (Coton et al., 2017 ; De Filippis et al.,
2018b; Gaggia et al., 2018 ; Reva et al., 2015), suggesting that associations
between microbial composition and management practices can occur, like it was
described for some fermented food (Ojeda-Linares et al., 2022). In addition, a
recent study has shown that the viability of some species in kombucha decreases
along long-term storage (Grassi et al., 2022).

Accordingly, in our study, we have analyzed the diversity in the microbial
compositions of SCOBY that we generated from starters gathered from a wide
range of different origins although they were elevated in identical fermentation
conditions. We also investigated the microbial compositions along three
successive cycles of propagation that were conducted in using the same traditional
back-slopping method. Samples were analyzed from the liquid fraction of each
cycle and from the mother and the daughter biofilms of the third cycle. Our results
illustrate that while maintaining a core composition, the SCOBY differ in the
respective proportions between the core taxa. This trait is propagated over cycles,
suggesting it defines the SCOBY structure. In addition, their SCOBY differ by
the presence of a few accessoire taxa that are not consistently maintained over

successive back-slopping.

Results

Sample collection

In our study, we have compared the microbial composition between samples of
18 parallel series of kombucha fermentations. These series consist in the
propagation of an initial SCOBY along three back-slopping steps performed in
the same conditions (Figure 1 and Table S1). To generate the initial SCOBY of
each series, a collection of 23 starters gathered from different origins was

established. Each starter was cultivated in a sweet tea infusion and finally 18 of
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the generated SCOBYs were appropriate to initiate a fermentation series,
according to the following criteria. (i) The initial SCOBY is distributed in the
liquid and solid fractions required for the
traditional back-slopping method (ii) a daughter biofilm was generated at the end
of each fermentation cycle, (iii) no visible contamination occurred along back-
slopping and (iv) the biochemical composition of the liquid satisfied the standard
of a kombucha beverage. In particular, the pH dropped to 3.5, the saccharose was
consumed, ethanol was less than 1% (v/v), and acetate and lactate were produced
(Suppl. Figure 1). Cells were collected at the end of each fermentation, from the
liquid phase of three consecutive cycles, and from the mother and daughter
biofilms of the third cycle. Total DNA was extracted and two amplicon libraries
were generated for each sample: an amplicon library targeting the D2
hypervariable region of the 26S ribosomal RNA gene of fungi, and an amplicon
library targeting the VV3-V4 region of the 16S ribosomal RNA gene of bacteria.
After sequencing and processing with FROGS, the D2 library showed 84, 612
mean reads/sample for 76 of the
samples. The reads were clustered into 99 OTUs belonging to Ascomycota (98)
and Basidiomycota (1). These OTU were further affiliated to 11 yeast genera
representing 21 species. After normalization, 12,051 sequences per sample were
kept for further analyses. The V3-V4 library showed 40, 550 mean reads/sample
for 69 of the samples). After normalization, 7436 sequences per sample were kept
for further analyses. The normalized reads are clustered into OTUs corresponding

to 25 bacteria genera.
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Overview of the diversity in the microbial compositions

To compare the microbial compositions according to the starter origin, we focus
on the libraries performed on the cells of the liquid fractions harvested over the
three successive back-slopping. The yeast composition of the liquid fraction is
available for 46 of the samples and it was resolved at the genus and at the species
levels. The results are illustrated by the profiles of relative abundances of OTU
affiliated to the genus level (Figure 2.A, upper panel) and to the species level
(Figure 2.A, lower panel).

At the genus range, the taxonomic profiles show that the Brettanomyces genus is
the only one that is shared by all the samples. It is represented by 24% to more
than 99 % of the reads (mean 86.3%). Beside Brettanomyces, only four additional
genera are present in the samples which overall represent between 1 to 5.5% of
the reads. These genera are mostly conserved in many samples of the same starter
origins, and a sample generally contains only one of these genera, with the
exception of two samples of the RI origin that contains two to three additional
genera. Two genera are shared by many samples of different origins: Pichia is
shared by 13 samples of 9 origins and it is represented by 0.2% to 48.8% of the
reads, and Zygosaccharomyces is shared by 11 samples of 7 origins and it is
represented by 3.1% to 74.4% of the reads. Very few samples display 1 to 37%
of the reads corresponding to the genera Kregervanrija (three samples of two
origins), Starmerella (two samples of two origins), Saccharomyces (one sample)
and Torulaspora (one sample). Finaly the reads affiliated to the genera
Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Hanseniaspora and Malassezia are
detected in very low proportions, in very few of the samples. The genera number
per sample ranges from one to ten with a mean of four genera and the alpha
diversity Gini-Simpson index ranges from 0 to 0.53 with a mean of 0.16 and a
median of 0.03 (Table S2). These values indicate an overall low diversity of the

yeast compositions of the samples and this is mainly due to the fact that they are

102



dominated by one of the present genera. For all but three samples of KOK and KF
origins, Brettanomyces is the major genera.

When going to the species range (Figure 2A, lower panel), only the most abundant
genera are represented by several species, while the distributions of the minor
genera are the same as at the species level. In all the samples, the Brettanomyces
genus is represented by two species: B. anomalus and B. bruxellensis. Both
species are detected in variable proportions: either the reads affiliated to B.
anomalus are predominant, in 17 of the samples, or the reads affiliated to B.
bruxellensis are predominant, in 23 of the samples, or they display rather similar
proportions, in six of the samples. The genus Zygosaccharomyces is represented
by two dominant species and these species are specific to the sample origin and
are not shared by the same sample. Z. lentus is associated with the Rl and KF
origins (KF1 and KF2 series). Z. bailii is present in a few samples from the AK,
VK, KOK, and FE2 origins. Not less than 33 OTU represent the Pichia genus and
for more than half of them, the species identification by blastn is below 97%.
Therefore, to improve the resolution of the Pichia distribution, we performed
multiple alignments of the corresponding sequences, which highlighted that they
are distributed in five clades that we have manually annotated as Pichia_cladel
to Pichia_clade5.

Interestingly, this annotation revealed that each clade is specific to one or a few
origins, and that a given sample contains only one major Pichia clade. For
example, in the EB and RI origins, the Pichia genus is represented by reads of the
sole Pichia_clade4, and in the KOK and LK origins, it is represented by r2eads of

the sole Pichia_clade2.
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The bacteria composition of the liquid fraction over three successive back-
slopping is available for 42 of the samples and it was resolved at the genus or at
the family ranges. The taxonomic profiles are represented in (Figure 2B). Six
main taxa (five genera and one family) are represented by 99% of the reads,
among which three genera are highly shared by the samples. The
Komagataeibacter genus is predominant, overall represented by 35% of the reads.
It is detected in all the samples with read abundances that vary from 0.6 to 97.7%.
The second genus shared by all samples is Acetobacter, which is represented by
18% of the reads with abundances that vary from 0.7 to 71%. The Gluconobacter
genus is shared by six of the 42 available samples. It is represented by 7.4% of
the reads with abundances that vary from 0 to 72%. In the VK origin (samples
VK1 and VK3), no reads affiliated to the Gluconobacter genus were detected. All
samples share taxa that belong to the Acetobacteraceae family, represented by 7%
of the reads that could not be resolved at the genus level. The sample abundances
vary from 0.6 to 43%. Two genera display highly contrasted distributions:
Lactobacillus (represented by 0 to 91% of the reads) and Oenococcus (represented
by 0 to 62% of the reads) are abundant in some of the samples and almost absent
in the others. All the other genera are overall represented by less than 0.3% of the

reads, with the read abundances in the samples that vary from 0 to 4%.

Figure 2. Microbial diversity and dynamics across the liquid fraction of the fermentation
series of SCOBY generated by starters of 18 different origins. Read counts are
normalized based on the sample that had the lowest number of sequences. Taxa are
distinguished by a color scheme described at right. (A) Yeast diversity revealed by D2
metabarcoding analysis and resolved at the genus range (upper panel, abundance of OTU
colored according to the genus) or the species range (lower panel). (B) Bacteria diversity
revealed by V3-V4 metabarcoding analysis and resolved at the genus range.
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Microbial composition dynamics over successive back-slopping

The microbial compositions were analyzed for three consecutive cycles. As
mentioned before, the yeast compositions at the species range indicates that the
ratio between the core species B. anomalus and B. bruxellensis are variable.
Interestingly, for 13 of the 18 origins, the available samples of the same origin
display similar values of B. bruxellensis/B. anomalus ratio whatever the back-
slopping of the series (Figure 3). This means that this ratio is rather conserved
across back-slopping and it thus suggests it defines a signature of the SCOBY
structure. The diversity between samples, computed as the Bray-Curtis indexes
and represented in multidimentional scaling (Figure 4), clearly shows that the all
the SCOBY's obtained from the starters of different origins are tightly grouped
when diversity is computed at the genus range, with few distant samples due to
the abundant representation of one additional genus with variable proportions
across back-slopping (Figure 4A). SCOBYs are split in two main groups when
diversity is computed at the species range (Figure 4B), with the samples of the
two groups being distributed according to the respective proportions in B.
anomalus and B. bruxellensis species. Six SCOBYSs are clearly dominated by B.
anomalus (BB2, BK, FZ, KOK, LK, UR), seven SCOBYs are clearly dominated
by B. bruxellensis (AK, BB1, EB, FE1, FE2, HK, VK). Among the remaining
SCOBYs, three exhibit proportions that are more fluctuating across back-slopping
(CP, KF2, MK), and two have some of their samples with very high proportions
of additional species (KF1, RI).

For bacteria compositions, the Bray-Curtis dissimilarity separates the SCOBYs in
three main groups (Figure 4C) according to the evolution of the Lactobacillusand
Acetobacter contents. For the SCOBY's characterized by the presence of the
Lactobacillus genus, the contents are increasing from the first the second cycle

and are rather stable across the third cycle, for the available samples.
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Figure 3. Diversity in the B. bruxellensis / B. anomalus ratio across SCOBY origins and
its conservation across successive back-slopping. Each point corresponds to one sample
with available B. bruxellensis / B. anomalus ratio (blue, computed when B. bruxellensis
is dominant over B. anomalus) or B. anomalus / B. bruxellensis (orange, computed when
B. anomalus is dominant over B. bruxellensis). The samples of the same origin are in the
same interval and they are in the order of the fermentation cycles C01 to CO03.
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Figure 4. Spatial ordinations of the liquid fractions across successive back-slopping,
based on Bray-Curtis dissimilarity matrices. Samples are colored according to the starter
origin and the marker shape distinguishes the samples according to the fermentation
cycle. The colored lines and polygons connect the samples from the same origin. (A)
Dissimilarity computed at the genus range for the yeast compositions. The colored arrows
point to the samples that display high proportions of the Pichia (blue) or
Zygosaccharomyces (green) genera. (B) Dissimilarity computed at the species range for
the yeast compositions. The distribution along axis_1 is mainly driven by the decreasing
abundance of B. bruxellensis, represented by the light-red triangle, and by the increasing
abundance of B. anomalus, represented by the light-yellow triangle. (C) Dissimilarity
computed at the genus range for the bacteria compositions. The distribution along axis_1
is mainly driven by the decreasing abundance of Lactobacillus, represented by the light-
purple triangle, and the distribution along axis_2 is mainly driven by the increasing
abundance of Acetobacter, represented by the light-green triangle.

Microbial compositions in the solid and liquid fractions

The solid fraction represented by the cellulosic biofilm is a hallmark of the
kombucha of fermentation. In the traditional process of fermentation, it is
represented by two parts: (i) the mother biofilm that is used in the starter to
inoculate a fresh tea infusion, and (ii) the daughter biofilm that is generated during
the fermentation process and that is transmitted throughout the next back-
slopping, and therefore it becomes the mother.

At the time of harvesting, the daughter biofilm was floating at the liquid-air
interface of the fermentation while the mother biofilm had sunk to the bottom of
the fermentation vessel. In order to compare their microbial composition, cells of
the mother and daughter biofilms of the third cycle of each fermentation series
were harvested after enzymatic digestion of the cellulose network and submitted
to DNA extraction. The sequencing results of the D2 and V3-V4 libraries are
available for 30 and 26 samples, respectively (Figure 5). For the available D2

library compositions, it is possible to compare the composition of 15 daughter
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biofilms with the composition of the corresponding liquid fraction of the same
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For most of the comparisons, the reads affiliated to the predominant species
display rather similar proportions, which is illustrated by the short distances on
the multidimentional scaling plot established according to the Bray-Curtis beta-
diversity indexes (Figure 6). The most divergent compositions are mainly
characterized by an inversion in the B. bruxellensis / B.anomalus ratio, for BK,
CP, MK and RI origins. Some accessoire minor taxa are also detected in slightly

higher proportions in the libraries of the daughter biofilms.

According to the comparison with the corresponding liquid fraction of the same
cycle, the available mother biofilm compositions can be split into two groups: for
nine of them, the composition is similar to the corresponding liquid fraction of the
same cycle. For six of them, the composition is significantly different, as
illustrated by the long distances in Figure 6: they are characterized by high
proportions (31 to 89.5% of the reads) of the Pichia_cladel and clade5 or the
Starmerella davenportii species.

Figure 5. Microbial distributions between the liquid (L) and biofilm daughter (D) and
mother (M) fractions during the third cycle of the fermentation series of SCOBYs
generated by starters of 18 different origins. Read counts are normalized based on the
sample that had the lowest number of sequences. Taxa are distinguished by a color
scheme described at right. (A) Yeast diversity revealed by D2 metabarcoding analysis
and resolved at the species range. (B) Bacteria diversity revealed by V3-V4
metabarcoding analysis and resolved at the genus range.
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Figure 6. Spatial ordination plot between the yeast compositions in the different fractions
of the fermentation cycle following the third back-slopping. Multidimensional scaling is
based on a Bray-Curtis dissimilarity matrix built at the species level. The color
distinguishes the samples according to their origin and the marker shape distinguishes the
samples according to the fraction. The colored lines and polygons connect the samples
from the same origin. The colored arrows point to the daughter (blue) or mother(red)
biofilm compositions that are the most divergent from the corresponding liquid fraction.
KF1 and KOK samples are not included in the plot because only one sample isavailable
for these origins.

Among the available V3-V4 library compositions (Figure 5B), the visual
comparison between the composition of 11 daughter biofilms and the
corresponding liquid fraction of the same cycle, shows that similar compositions
are only displayed for the samples of four origins: AK, FE2, LK and UR. These
samples are the only one that do not contain reads affiliated to the Lactobacillus
or to the Oenococcus genera. For the samples that contain Lactobacillus or
Oenococcus, these genera are mainly detected in the liquid fraction. In these
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samples, the relative abundance of the Komagataeibacter genus is the most

affected. This results in an apparent preferential distribution of Komagataeibacter

in the solid fraction, and an apparent preferential distribution of Lactobacillus and

Oenococcus in the liquid fraction (Figure 7), however the confirmation of these

preferences would require to estimate the total abundances of bacteria in the

respective fractions.
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Figure 7. Relative abundances of the major bacteria taxa plotted according to the liquid
or biofilm (daughter and mother) fractions. Significantly higher abundance is observed
for the Komagataeibacter genus in the biofilm fractions (p-val < 0.005)and for the
Lactobacillus genus in the liquid fraction (p-val < 0.01). The samples of AK, FE2, LK

and UR origins were not included in the plot because the Lactobacillus genus was not
detected.
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Discussion

A small set of taxa defines the kombucha SCOBY core microbiome

In this study, we have elucidated the microbial compositions of a collection of
SCOBYs s that have spontaneously assembled from kombucha starters of different
origins. The conditions applied to the starters were strictly identical, in order to
be able to attribute the observed diversity to the sole initial microbial
compositions of the starters, including the taxa present and their respective
physiological state at the time of inoculation. To our knowledge, among the many
available studies on the microbial compositions of kombucha (Coton et al., 2017;
Harrison and Curtin, 2021; Huang et al., 2022; Laavanya et al., 2021; Savary et
al., 2021; Tran et al., 2020b), our study is the first one to have applied this
experimental design to such a number of samples. We then submitted these
microbial communities to two additional back-slopping in order to assess the
stability of the deciphered microbial compositions, and we have also investigated
the spatial distribution of the taxa between the liquid and the biofilm fractions of
the SCOBY. We have developed an unprecedented taxonomic marker based on
the D2 hypervariable region of the yeast 26S rRNA coding gene for
metabarcoding that is resolved by high throughput sequencing. It differs from the
ITS (Internal Transcribed Spacer) based markers usually used for fungi, in
exhibiting a constant amplicon size (approx. 330 pb long) and an interspecies
sequence variation pattern similar to the V3-V4 bacteria marker, while ITS
sequences are so divergent that they cannot be aligned. It has a good resolution at
the species level and we performed some comparisons indicating its shows a
higher sensitivity than ITS1 in detecting yeast species that carry long ITS1
segments like S. cerevisiae or S. pombe (not shown). For the SCOBY's that were
included in the study, we detected ten among the eleven most abundant yeast

genera reported in the literature and all the bacteria most common genera in

114



kombucha. Only four taxa are shared between all the samples whatever the starter
origin: the yeast Brettanomyces genus further represented by both the B. anomalus
and B. bruxellensis species, and the Komagataeibacter and Acetobacterbacteria
genera. These patterns of compositions suggest that a core microbiome can be
defined for kombucha, and that both the yeast and the bacteria core microbiome
are suitable with the model of “minimal core” microbiome as described by
Hamady and Knight (Hamady and Knight, 2009) and defined as fewcomponents

being shared by all, and many components being shared by a few others.

High fluctuations in the microbial compositions across back-slopping

Some yeast accessoire genera are shared by many SCOBYs (Pichia and
Zygosaccharomyces) while some are shared by few SCOBYSs. For bacteria, the
highly abundant Lactobacillus accessoire genera defines two main group of
SCOBYs. Among the samples of our study, the different groups that can be
delimitated in combining the diversity in bacteria and yeast, correspond to the
four different SCOBY archetypes described by Harrison and Curtin (2021). These
archetypes correspond to variations on the core microbiome that represents either
the main component of the SCOBYs, or in which the Zygosaccharomyces or
Starmerella genera are dominant over Brettanomyces, or in which Lactobacillus
is dominant over Komagataeibacter. In additions, our analyses performed at the
species range highlighted an additional level of diversity for the yeast core that is
dominated either by B. anomalus or by B. bruxellensis core species. Importantly,
unlike the yeast accessoire genera which tend to decrease in the liquid fraction,
the dominant core species are stable across back-slopping. This raises the issue of
the capacity of the accessoire yeast taxa to permanently colonize the kombucha
niche. In order to understand the highly overlooked interactions between the core
and the accessoire taxa, it will be of high interest to investigate if the sustainable

presence of accessoire taxa is dependent on the fermentation conditions, if the
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biofilm fraction in which they remain abundant may act as reservoir, or if they
need being recurrently reintroduced from the environment to recolonize the
SCOBYs. In our study, the back-slopping steps were performed under sterility
which would have prevent this kind of events that are undoubtedly common when

handling SCOBYSs in brewery or in households.
Material and methods

The SCOBY collection

We gathered a collection of 23 kombucha starters. The various starters were either
purchased on French commercial platforms, or obtained from private households,
or by kombucha brewers, all located in France. Because the gathered initial
starters display disparate stages and shapes (Suppl. Table 1), they were handled
with an appropriate protocol as follows, in order to generate a collection of
comparable SCOBYs (Figure 1). The traditional back-slopping method for
kombucha brewing requires an inoculum represented by the final products of a
previous fermentation: a SCOBY made from both the biofilm and the liquid
fractions. When the initial starters had both the biofilm and liquid fraction
available, they were subjected to a single fermentation step to be ready to start the
successive fermentation series. In order to generate a SCOBY from unpasteurized
marketed kombucha beverages sold by various brands, we get the purchased
bottle to settle during one hour after opening. We then inoculate one volume of
the bottom phase to five volumes of sweet tea infusion and incubate the cultures
for 20 to 30 days at 27°C. When this step resulted in the formation of a floating
biofilm, it was used to re-inoculate a fresh sweet tea infusion, along with a fraction
of the liquid phase. After 14 days of incubation at 27°C, these cultures resulted in
a de novo biofilm suitable to start the back-slopping series, along with a fraction
of the liquid phase. When the initial starter was a concentrated microbial

suspension, it was subjected to a single fermentation step following the provider
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specifications. After 14 to 21 days of incubation at 27°C, the de novo biofilm was
ready to start the back-slopping series, along with a fraction of the fermented
liquid.

Routine back-slopping, fermentation series and sampling

A volume of 20 L of tea infusion was routinely prepared in a 30 L heating
container. A mix of clean tap water and demineralized water (1:9 v/v) was brought
to the boil and maintained for 10 minutes. 0.6 % w/v green tea leaves (Fannings
vert, Jardins de GATA) were added and let steep for 15 minutes. After removal of
the tea leaves, 4% wi/v sugarcane (ActiBio), was added and stirred until
dissolution. 1.1 L aliquots of the sweetened tea infusion were distributed in 1.7 L
glass containers that were previously rinsed twice with simmering water and
covered by a cotton towel fixed with a rubber band. Once it had cooled to room
temperature, inoculation was performed according to the traditional back-
slopping method for kombucha brewing, with a SCOBY represented by 100 mL
of the liquid fraction and the “daughter” biofilm from a former kombucha
fermentation. Fermentations were conducted at 27°C during 14 days under static
conditions, and re-inoculated according to the traditional back-slopping method
into a fresh sweetened tea infusion every 14 days. Our samples were harvested
from parallel fermentation series, each series was conducted during three
successive back-slopping (Figure 1).

Samples were taken at day 14: 50 ml of the liquid phase was collected after gentle
homogenization within the container, and 5 g of the solid phases (mother or
daughter) were collected by cutting an approx. 2 cm wide band of the biofilm on
the edge of the disc with a sterile blade. To release the cells from the biofilm, the
pieces of biofilm were treated with 240 mg/ml cellulase (Sigma-Aldrich,
Denmark) for 4 h at 37°C. The cells of the liquid or the solid phase were passed

through a 100 pm cell strainer (Corning, USA) to remove remaining small
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cellulose aggregates. The filtrates were centrifuged at 45009 for 10 min at 4°C,
and the drained cell pellets were kept frozen at -20°C until DNA extraction. 10
ml of the supernatant of the liquid phase was filtered via 0,45 pm sterile
membrane and preserved at -20°C until biochemical dosages.

Biochemical composition

The liquid faction supernatants were defrosted at ambient temperature for two
hours. pH was measured with a BioRAD pHmeter. Ethanol contents were
determined using the K-ETOH enzymatic kit (Megazyme, LIBIOS, France).
Sugar contents (sucrose, fructose, glucose) were determined using the K-SUFRG
enzymatic kit (Megazyme, LIBIOS, France). Lactic and acetic acid contents were
determined using the K-DLATE and the K-ACETRM enzymatic Kits,
respectively (Megazyme, LIBIOS, France). Samples dilutions and concentration
calculations were done following the manufacturer's instructions. For each
dosage, blank and standard solutions were prepared with samples and all the

analyses were carried out in triplicate.

DNA extraction

The Qiagen DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen, France) was used to extract the total
genomic DNA according to the manufacturer’s instructions with two major
modifications. (i) The Power Beads were replaced by 25 mg of 425-600 um glass
beads (Sigma, USA), and (ii) the lysing procedure was splitted in to three steps in
order to perform sequential lysis as follows. A fraction of only 40 % of the volume
of the lysis buffer was added to the lysing tube, supplied with 1/100 (w/v) of
Sodium Dodecyl Sulfate. A first homogenization treatment was applied during 30
sec. at a 6 m/s speed with a FastPrep instrument (MP Biomedicals). The lysing
tube was centrifuged for 2 min at 15000 g, the supernatant was collected and kept
on ice. In a second step, a fraction of 30 % of the volume of the original lysis
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buffer was added to the lysing tube and a new homogenization treatment,
centrifugation and supernatant collection were performed in the same conditions.
The second step was repeated: in total, three serial homogenization steps were
performed, to ensure breakdown of the most solid cells and preservation of the
DNA extracted from the most delicate cells. The pooled supernatants of each step

were subjected to the supplier protocol for DNA purification.
Amplicon libraries and MiSeq sequencing

To prepare the multiplexed Illumina libraries, we employed a strategy based on a
two-step PCR approach: a first PCR using the locus-specific primers including
the Illumina adapter overhangs (with 30 cycles), and a second PCR for the
incorporation of Illumina dual-indexed adapters (with 12 cycles). Bead
purifications were carried out after each PCR. Quantification, normalization and
pooling were performed before sequencing on Illumina MiSeq.

For PCR1, the 16S V3-V4 region was amplified for bacteria and the D2
hypervariable region of the 26S ribosomal RNA gene for fungi. The D2 region
was targeted with the PCR primers NL-D2 and NL-4, while the VV3-V4 region
was targeted with the PCR primers Pro341F and Pro785R (Suppl. Table 2). All
PCR primers were extended with overhangs suitable for the sequencing plateform
(Suppl. Table 2).

The PCRL1 reaction was performed using 50 ng of DNA template, and 1,25 units
of DreamTag polymerase (Thermo Scientific) in a final volume of 50 ul. For each
forward or reverse primer, an equimolar mix of was added to the PCR mix to a
final concentration of 0.5 pM. The amplification was performed with first a
denaturation step at 95 °C for 2 min followed by 7 cycles of [denaturation (94 °C,
30 s) annealing (65 °C, 15s) extension (72 °C, 40 s)] and 23 cycles of
[denaturation (94 °C, 30 s) annealing (62 °C, 20s) extension (72 °C, 40 s)]. A final
extension step (72 °C, 1 s) then held at 12°C.
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Bioinformatic and diversity analyzes

Sequence processing was performed using the FROGS pipelines as developed by
(Escudié et al., 2018) under Galaxy (Afgan et al., 2018). Paired reads were
assembled by VSEARCH with a rate of mismatches in overlapping regions set at
10% (Magoc and Salzberg, 2011). Based on barcode, all the forward and reverse
reads were assigned to different samples, then truncated by cutting off the primer
and barcode. Primers were removed using Cutadapt 1.18 (Martin, 2011).
Sequences were clustered using the Swarm algorithm (Mahé et al., 2015) with an
aggregation distance of 3 into Operational Taxonomic Units (OTU). Chimera
removal was conducted using VSEARCH with de novo UCHIME method (Edgar
et al., 2011). The amplicon reference alignment and taxonomic assignment were
performed using blastn as alignment tool. For the 16S OTU, the taxonomic
assignment was performed using the non-redundant nucleotide database SILVA
database version 138 (Quast et al., 2013). For the 26S OTU, the taxonomic
assignment was performed using a custom database of 527 Ascomycete and
Basidiomycete species sequences established according to (Kurtzman and
Robnett, 1998) (Suppl. File 1). The taxonomic assignments were then manually
refined as follows: if the value of blasn was lower than 97%, the OTU consensus
sequence was subjected to BLASTn search against NCBI and if a better blast
result was obtained, the corresponding taxa was used for assignment. As an
example, two OTU were re-assigned to Starmerrela davenportii instead of S.
stellata. Multi-affiliations of OTU were dealt with by assigning the lowest
common taxonomy level to multi-afiliated OTU. Data were normalized based on
the sample that had the lowest number of sequences using the rarefy_even_depth
function of the R (v. 4.1.0) phyloseq package (v. 1.24.2) (McMurdie and Holmes,
2013).
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Sample Observed (Genus) Gini-Simpson (Genus) Observed (Species) Gini-Simpson (Species)

AK1 a 0.47 5 0.59
AK3 3 0.08 a4 0.26
BB11 3 0.02 a4 0.43
BB12 a 0.01 5 0.49
BB13 2 0.01 a 0.41
BB21 3 0.00 a 0.01
BB22 2 0.03 a 0.05
BB23 a4 0.35 7 0.42
BK1 9 0.32 14 0.35
BK2 2 0.00 3 0.01
BK3 3 0.00 5 0.08
cP1 3 0.00 a4 0.10
CcP3 3 0.00 5 0.50
EB1 6 0.46 9 0.61
EB2 2 0.01 a 0.24
EB3 5 0.26 8 0.52
FE11 a 0.09 6 0.18
FE12 2 0.00 a 0.11
FE13 2 0.00 3 0.14
FE21 a4 0.31 5 0.32
FE22 3 0.13 6 0.22
FE23 7 0.09 8 0.10
Fz2 5 0.01 7 0.05
Fz3 10 0.50 12 0.51
HK2 5 0.47 8 0.47
HK3 3 0.21 a 0.21
KF11 a 0.04 5 0.14
KF12 8 0.42 12 0.43
KF13 9 0.39 14 0.41
KF21 a 0.25 6 0.58
KF23 2 0.01 3 0.01
KOK2 3 0.53 a 0.63
KOK3 3 0.31 a 0.45
LK1 a 0.48 8 0.62
LK2 5 0.01 8 0.49
LK3 3 0.00 5 0.36
MK1 a 0.00 6 0.15
MK2 2 0.01 3 0.23
MK3 a 0.00 5 0.49
RI1 9 0.52 14 0.73
RI2 8 0.54 11 0.74
RI3 3 0.00 a4 0.35
UR2 2 0.00 3 0.12
UR3 1 0.00 2 0.07
VK1 6 0.18 9 0.20
VK3 1 0.00 2 0.02

Suppl. Table 2. Diversity indexes for the yeast compositions of samples of the liquid
fractions.
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Library Targeted taxa Orientation Original primer Reference Adapted sequence

V3-v4 bacteria sense Pro341F Takahashi et al, 2014 (adaptater1*)-CCTACGGGNBGCASCAG

V3-v4 bacteria reverse Pro805R Takahashi et al, 2014 (adaptater2*)-GACTACNVGGGTATCTAATCC

D2 fungi sense NL-D2 This study (adaptater1*)-AGAGACCGATAGCRAACAAGTA

D2 fungi reverse NL-4 O'Donnell & Cigelnik, 1997 (adaptater2*)-GGTCCGTGTTTCAAGACGG

Adaptation Sequence Orientation Sequencing
plateforme

adaptater 1-g ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT sense Genewiz

adaptater 2-g GACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT reverse Genewiz

adaptater 1-a TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNNN sense INRAE

adaptater 1-b TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNNNDV sense INRAE

adaptater 1-c TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNNNNNRM sense INRAE

adaptater 2-a GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNNN reverse INRAE

adaptater 2-b GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNNNH reverse INRAE

adaptater 2-c GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNNNNW reverse INRAE

Suppl. Table 3. Primers
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Suppl. Figure 1. Changes in the chemical composition (g L—1) in the liquid fraction of
16 SCOBY s from the collection. Upper panel: ethanol and organic acids. Colors reflects
the compounds content: Ethanol (black), Acetate (grey) and Lactate (brown). The red line
is the limit of 1,2% ethanol (v/v). Lower panel: Sucrose, glucose and fructose. Colors
reflects the compounds content: Sucrose (green), Glucose (light orange) and Fructose
(light green). The green line is the amount of sucrose added to the tea infusion inoculating
the SCOBYs
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Chapitre 3 : Dynamique des

communautés microbiennes
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1. Introduction

Dans la littérature disponible sur les produits fermentés, lorsque 1’évolution des
compositions microbiennes est étudiée dans le temps, il s’agit généralement de
son évolution entre le début et la fin du méme cycle de fermentation. Peu d’études
ont été menées pour les SCOBY de kombucha et ces études ont montré que, au
cours d’un cycle, les proportions relatives des taxons majoritaires montrent de
légéres variations et aucun des taxons minoritaires ne montre d’expansion
remarquable. Ce sont des études qui ont été menées sur un cycle d’un brassin
industriel (Coton et al., 2017), ou sur un cycle de brassins de laboratoire
correspondant & des SCOBY naturels (Marsh et al., 2014) ou synthétiques (Savary
etal., 2021). Les taxons majoritaires détectés dans la fraction liquide de ces études
étaient les genres Brettanomyces et Zygosaccharomyces, pour les levures, et
Gluconacetobacter (qui correspond tres probablement a 1’actuel genre
Komagataeibacter) pour les bactéries. Le genre Lactobacillus ne représentait un
taxon majoritaire que dans 1’é¢tude de (Coton et al., 2017). Ces études, limitées
aux variations au sein d’un seul cycle et effectuées avec des SCOBY peu variés
suggerent néanmoins une certaine stabilité de leurs compositions microbiennes.
A titre de comparaison avec d’autres produits fermentés, de grandes variations
dans les proportions des especes bactériennes sont observées au cours des 48
heures du cycle de fermentation du kéfir de lait (Blasche et al., 2021). Cette
différence de comportement est peut étre simplement observée a cause des temps
tres rapprochés entre les prélévements, ce qui n’a pas eté reproduit pour les études
sur les SCOBY de kombucha. Pour d’autres produits, fermentés spontanément
par des communautés qui se constituent a partir de la microflore indigene, comme
le kimchi (Zabat et al., 2018), il n’est pas surprenant d’observer de grandes
variations de composition microbienne au cours d’un cycle, représentant la

sélection des taxons impliques dans la fermentation. Comme décrit dans
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I’introduction, ce type de fermentation n’est pas comparable, dans son type de
propagation des communautés microbiennes, a celle du kombucha.

A notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée, de manicre approfondie
et systématique, a I’évolution des compositions microbiennes lorsqu’elles sont
propagées au cours de cycles successifs de fermentation, sur des échelles longues
représentant une vingtaine de cycles (une année de production) ou plus.
Cependant, dans le cas particulier ou les communautés microbiennes sont
propagées d’une fermentation a I’autre par back-slopping, la question de la
stabilité des performances des communautés microbiennes est cruciale pour le
maintien d’une production au cours du temps et la stabilité des compositions
microbiennes pourrait étre une cause importante du maintien de ces performances.
En effet, comme détaillé dans I’introduction, pour les fermentations de type
kombucha, kéfir et Gwell, les communautés ne s’assemblent pas de maniére
spontanée a partir de la microflore présente sur le substrat initial, et il n'existe pas
de starters commerciaux équivalents a ceux des produits pour la fermentation des
biéres, des produits laitiers fermentés ou du pain. Si un cycle de fermentation
échoue, le producteur ne pourra pas l’utiliser comme starter pour initier un
nouveau cycle et cela peut conduire a une diminution conséquente de ses volumes
de production (von Gastrow et al., 2022). Une des causes de la perte d’un starter
de kombucha peut étre la contamination accidentelle et facilement visible, par des
insectes ou des moisissures. Une autre cause peut étre la diminution des
performances de la fermentation : lorsque cette situation se présente, il semblerait
que le stockage temporaire au froid permette de réutiliser a nouveau le starter
‘repos¢’ (source : BioBrasseurs). Les causes de ces baisses de performance ne
sont pas connues. Si les compositions microbiennes sont en cause, s’agit-il d’une
dérive progressive des compositions, qui aboutit a un déséquilibre avec une
diminution des taxons importants dans la fermentation de kombucha (les genres

de levures et de bactéries du core), au détriment de genres accessoires ? Ou s’agit-
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il de contaminations microbiennes issues de I’environnement, qui interferent avec
le fonctionnement des SCOBY ? Dans ce contexte, nous avons voulu explorer et
comparer les compositions microbiennes au cours de fermentations successives.
Nous avons mené cette exploration sur deux échelles : a grande échelle chez
Biobrasseurs (cuves de 1000 a 2000 litres) et a petite échelle (1.2 litres) au
laboratoire.

Comme nous I’avons décrit dans le premier chapitre, mais nous avons développé
plusieurs applications pour utiliser les rétentats de filtration des cuves de
fermentation de BioBrasseurs, qui sont des suspensions denses de 1’ensemble des
micro-organismes de la fraction liquide de la cuve, pour établir le design des
experiences décrites dans ce chapitre :

- un rétentat de filtration est facile a homogénéiser, contrairement au contenu
liquide de la cuve, il constitue donc un prélevement de choix pour comparer les
compositions de fermentations différentes. Les cellules des rétentats sont donc
systématiquement récupérées pour déterminer leur composition microbienne par
métabarcoding et suivre ainsi 1’évolution de la production chez BioBrasseurs. Les
résultats obtenus sont décrits dans la premiere partie de ce chapitre.

- un rétentat peut étre utilisé comme starter en le répartissant dans des
fermentations paralleles représentant des réplicats biologiques. Ces réplicats sont
ensuite utilisés soit pour suivre la composition microbienne au cours des
repiquages successifs, soit pour voir les effets de conditions de conservation
appliquées sur le starter. Les résultats obtenus sont déecrits dans les deuxiéme et

troisieme parties de ce chapitre.
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2. Résultats

2.1 Composition microbienne des SCOBY des sites de production de

BioBrasseurs

2.1.1 Schéma expérimental et collection des prélévements

BioBrasseurs pratique une production du kombucha qui met en ceuvre jusqu’a
huit brassins simultanément en fermentation. Les cuves de fermentation ont des
volumes variant de 1000 & 2000 litres. Pour les fermentations successives, la
pratique du back-slopping traditionnel est appliquée, en utilisant comme starter le
SCOBY de la fermentation précédente, constitue du biofilm d’une épaisseur
d’environ 5 cm et pesant entre 10 et 15 kg, additionné de 50 a 100 litres de
kombucha non filtré. Ainsi des lignées paralléles de brassins ont été établies,
définies par le méme biofilm qui est propagé d’un cycle a I’autre, avec du liquide
du brassin précédent. De maniéere pratique, a la fin de chaque cycle de
fermentation, par analogie au procédé artisanal, le biofilm est retiré, le kombucha
fermenté et transvasé dans une nouvelle cuve pour une filtration grossiére, et/ ou
une aromatisation afin d’étre embouteillé et commercialisé. Environ 5% du
volume est gardé dans la cuve pour enchainer les cycles de back-slopping en
ajoutant une nouvelle infusion de thé sucrée. Le biofilm est replacé dans la cuve
et un nouveau cycle est lancé. La rotation des SCOBY se fait de cette facon dans
tous les brassins. Au site de production, les biofilms mere et fille restent
entremélés, aussi, la masse du biofilm augmente au cours des fermentations
successives. Lorsque la masse a doublé, le biofilm est divisé en deux biofilms
considérés comme apparentés, qui peuvent étre mis en fermentations paralléles.
Nous avons choisi de suivre trois lignées paralléles de brassins. Les prélevements
ont debuté en décembre 2019 et se sont poursuivis jusqu’a 1’été 2021. Nous avons

mis en place une routine de prélevement des rétentats de filtration, sur le site de
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production, de maniére a limiter au maximum son impact sur la charge de travail
des opérateurs. Ainsi, des bocaux en verre d’une contenance de 400 ml ont été
mis a disposition dans I’atelier de production prés du dispositif de filtration. Ces
bocaux sont étiquetés a I'avance en mentionnant la date, le nom du brassin et le
SCOBY qui a servi pour I’inoculer. Le stockage des prélévements s’est fait dans
la piece a température dirigée. Lors de ma mission hebdomadaire chez
BioBrasseurs, les bocaux sont recupéres, la conformité de 1’étiquetage des bocaux
aux fiches de suivi de production est vérifiée puis un transfert dans des tubes de
50 ml est effectué afin de faciliter le transport au laboratoire. Une fois au
laboratoire, les culots cellulaires sont récupérés par une centrifugation et
conservés a -20°C. Les données relatives aux lignées, les dates, les brassins et les
SCOBY impliqués sont archivées dans le fichier de suivi de la rotation des
SCOBY.

L’année ou les prélévements ont été effectués est particuliérement intéressante car
elle a été marquée par deux événements majeurs : un arrét temporaire dd au
confinement lors de la crise sanitaire (mars 2020) et un changement du local de
production qui a fait évoluer 1’outil de travail (juillet 2020). Les cuves ont doublé
de volume de 1000 a 2000 litres. Les conteneurs de stockage en polyéthyléne
haute densité compatibles avec 1’industrie alimentaire ont été remplacés par des
cuves en acier inoxydable ou la température est régulée. Sur une durée d'une
année, nous avons ainsi pu récolter un total de 87 échantillons pour trois lignées
de production.

Pour I’analyse des compositions microbiennes, 24 échantillons ont été choisis,
représentant huit temps de prélévement tout au long d’une année sur les trois

lignées (Figure 3.1).

130



12/19 + a ",j 2 )
02/20 T B §: 5 brassins
o
04/20 + a &l = )/
A\ 4 brassins
05/20 + a ¥ W )
@ 1 o1 : 3brassins
07/204 @ )
1 i | : 2 brassins
09/20 + - )/
i YK 3 brassins
10/20 + ' )/
12/20 + @ - 5- : 4 brassins

Figure 3.1. Suivi de la composition des lignées de production chez BioBrasseurs. Les
prélévements ont été réalisés sur le rétentat de filtration de 87 brassins appartenant a trois
lignées de fermentation paralleles, représentées par des couleurs différentes. Seuls les 24
brassins pour lesquels la composition microbienne a été déterminée sont représentés. Les
dates de prélévement sont indiquées.
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Figure 3.2. Composition microbienne des rétentats de trois lignées de brassins, suivies le
long d’une année, désignées BO1 a BO3. Les prélévements d’une méme lignée sont disposés
sur la méme ligne et les prélevements effectués a la méme date sont disposés dans la méme
colonne. (A) Composition des espéces de levures, représentées par la librairie d’amplicons
D2. Le nombre de lecture a été normalisé selon 1’échantillon présentant la plus faible
profondeur de séquencage (52485 lectures). (B) Composition des genres de bactéries,
représentés par la librairie d’amplicons V3-V4. Le nombre de lecture a été normalisé selon
I’échantillon présentant la plus faible profondeur de séquencage (3580 lectures).
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2.1.2 Résultats des compositions microbiennes

L’ADN total a été extrait des cellules récoltées et les librairies d’amplicons D2 et
V3-V4 ont été synthétisées et séquencées. Aprés séquengage, hous avons obtenu
des profils taxonomiques pour les librairies D2 de 20 échantillons et pour les

librairies V3-V4 de 22 échantillons, représentés dans la (Figure 3.2).

Dans les compositions microbiennes de levures (Figure 3.2A), nous observons
que I’espéce de levure Brettanomyces bruxellensis, du core défini au chapitre 2,
est présente dans tous les échantillons mais avec des abondances différentes
variant de 30 & 50 %. Dans des conditions industrielles, nous observons également
la présence, en proportions parfois importantes, d’autres genres ou espéces qui
ont été considérés comme accessoires dans notre étude du chapitre 2 :
Saccharomyces cerevisiae (10 a 80 %), Hanseniaspora valbyensis (20 a 70 %),
Kregervanrija pseudodelftensis (40 a 75 %) et K. fluxuum (5 a 10 %), ainsi que le
genre Kluyveromyces (7 a 45 %) pour lequel I’identification des OTU a I’échelle
espeéce n’a pas pu étre effectuée car les especes K. lactis et K. marxianus ont leur

séquence du segment D2 identique.

En examinant I’évolution des profils au cours des prélevements, lors du premier
point de prélevement, on remarque que les deux lignées disponibles montrent des
profils tres semblables composés essentiellement de S. cerevisiae (60 %), B.
bruxellensis (30 %) ainsi que de B. anomalus et S. pombe en moindre abondance.
Dans le deuxieme prélévement, le seul profil disponible ressemble aux précédents
avec une diminution de 1’abondance de B. anomalus et S. pombe. Le premier
prélévement du printemps, qui correspond a la reprise de activité, suite au
confinement, présente des profils trés différents des précédents et différents sur
les trois lignees. Les trois profils sont caractérisés par une diminution importante
de S. cerevisiae et cette diminution se fait en faveur d’un taxon différent pourles

3 lignées : I’espece B. anomalus pour la lignée B0O1, une espéce du genre
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Kluyveromyces dans la lignée B02, et I’espéce Hanseniaspora valbiensis détectée
au niveau de la lignée B03. Ces trois taxons représentent 55, 25 et 70 %,
respectivement. La présence prépondérante du genre Kluyveromyces est confirmée
dans les prélevements ultérieurs, dans les trois lignées, bien qu’en proportion
moindre pour la premiere lignée. Ce genre n’avait été détecté dans nos études
précédentes que dans un seul échantillon et avec une proportion tres faible (0.14
% dans le profil de I’échantillon FZ3, chapitre 2). Pour la suite des prélévements,
ce genre redevient trées minoritaire voire non détecté. Un autre changement
drastique dans les profils est observé lors du prélévement de juillet 2020, avec la
prédominance dans les trois lignées, de I’espéce K. pseudodelftensis(40 a 75 %) et
de l'espece K. fluxuum (3 a 10 %). Les prélevements qui présentent ces
compositions inhabituelles, correspondent aux premiers brassins effectués dans
les nouvelles cuves de fermentation, dans les nouveaux locaux de production. Ces
deux especes de Pichiaceae ont couramment été détectées dans les SCOBY de
kombucha que nous avons analysés mais avec des proportions plutdt faibles,
inférieures a 1%, sauf pour quelques échantillons présentant des proportions de
K. fluxuum allant jusqu’a 28 % (chapitre 2, échantillons BK1 et RI2). Apres deux
mois de back-slopping, ces deux espéces ne sont plus détectéesdans les profils de
septembre 2020. Le dernier changement notable est observé pour les deux
derniers prélévements analyses : toutes les lignées montrent des compositions trés
similaires avec une abondance importante de 1’espéce H.valbyensis (25 a 50 %).
Nous n’avons pas analysé systématiquement les compositions des prélevements
ultérieurs, sauf pour un prélévement effectué en juillet 2021, utilisé pour initier
les lignées de laboratoire et les tests de conservation (voir paragraphes suivants).
Ce prélevement présente exactement lesmémes compositions que ceux des trois

prélevements de décembre 2020.

D’une fagon générale, dans ces échantillons qui peuvent étre considérés comme

des suites temporelles, il est possible d’établir des liens évidents entre les
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variations de compositions observées et le moment des prélevements. En effet,
toutes les lignées présentent le méme type de changement majeur au méme
moment, ce qui est en faveur d’une réponse a un facteur externe comme des

conditions saisonnieres ou de I'environnement de travail.

Dans les compositions microbiennes de bactéries (Figure 3.2.B), nous observons
que les profils taxonomiques des préléevements sont trés variables aussi bien entre
les lignées qu’en fonction des cycles. Contrairement aux profils des levures,
aucun point commun ne peut étre mis en évidence pour expliquer ces fluctuations

qui semblent étre aléatoires.

Dans les rétentats de production, les genres majoritaires sont les bactéries
acetiques Gluconobacter (10 a 55 %) et les bactéries lactiques Lactobacillus (25
a 80 %) et Oenococcus (5 a 70 %). Ces genres font partie de ceux décrits comme
accessoires au chapitre 2 et constituent donc une caractéristique des SCOBY de
BioBrasseurs. Les genres du core, Komagataeibacter et Acetobacter, n’ont été

observés ici, qu’en faible proportion (1 a 20 % et 2 a 25 %).

Des entérobactéries ont ét¢ détectées a 10% d’abondance pour le prélevement de
septembre 2020 de la lignée B02. Seul un non-respect des bonnes pratiques
d’hygiene peut justifier une telle contamination. Des analyses par un laboratoire
accrédité sont systématiquement effectuées sur les produits finis de BioBrasseurs,
visant la recherche des pathogénes alimentaires. Comme aucun signalement de
pathogeéne n’a été rapporté, nous supposons que soit le genre d’entérobactéries
détecté n’est pas considéré comme un pathogene, soit il n’a pas survécu aux
conditions acides, légérement alcoolisées du kombucha. Cette contamination était

temporaire et unique a la deuxieme lignée.

2.1.3. Discussion
Les prélevements étudiés ont montré de grandes différences dans leurcomposition

microbienne. 1l faut souligner que la composition microbienne d’un
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rétentat de filtration est représentative de la fraction liquide de la fermentation. Or
nous avons decrit précédemment que la distribution des genres bactériens
Komagataeibacter, Lactobacillus et Oenococcus est différente dans la fraction
biofilm et dans la fraction liquide (chapitre 2). De méme, certains genres de
levure, comme le genre Pichia, sont particulierement abondants dans le biofilm-
meére des fermentations de laboratoire. Nous ne savons pas dans quelle mesure la
composition du biofilm fluctue elle aussi, au cours des cycles et s’il peut servir de
réservoir a certains taxons qui peuvent devenir majoritaires dans la phase liquide
au cours de certains cycles, lorsque les conditions les favorisent. Au vu de la taille
et de la structure tres hétérogéne du biofilm en cuve de production, avec les
biofilms mere et fille imbriqués, il nous semble néanmoins difficile d’envisager

un suivi de sa composition.

Il est intéressant de remarquer que les compositions des SCOBY des différentes
lignées peuvent présenter des différences importantes alors que chez
BioBrasseurs, les SCOBY de toutes les lignées de production sont issues du méme
SCOBY initial, mis en fermentation en 2016. Entre ce SCOBY initial et les
SCOBY actuels, il y a eu de nombreux back-slopping ainsi que des divisions du
biofilm lorsque celui-ci a pris trop de poids. Ce n’est donc pas la composition
initiale du SCOBY initial qui conditionne les compositions des lignées mais les
nombreuses étapes effectuées et des événements de production qui selon
I'événement, peuvent étre soit spécifiques d’un brassin ou d’une lignée, soit
influencent tous les brassins paralléles. Par exemple, pour la présence des levures
du genre Kluyveromyces, au printemps 2020, sur 1’ancien site de production, il est
possible de suspecter une colonisation, temporaire et saisonniere, par ce taxon qui
pourrait venir de I’environnement du site de production. La configuration des
installations de l'outil de production, qui impliquait 1’usage d’opérations
manuelles complexes pour la récupération du biofilm et le pompage de la fraction

liquide, seraient en faveur d’une colonisation de I’extérieur. La géométrie des
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nouvelles cuves et du systéeme de pompage a simplifié ces opérations manuelles.
A T’inverse, en juillet 2020, lors du déménagement et au doublement du volume
des cuves, des opérations de rassemblement de biofilms apparentés ont été
effectuées afin de satisfaire les conditions de quantité de starter. Cette opération
aurait pu causer 1’expansion temporaire des espeéces du genre Kregervanrija qui
est habituel dans les niches écologiques fermentaire du vin, du cidre et du
kombucha (Coton et al., 2017 ; Kurtzman, 2011). Une analyse des autres
prélevements disponibles, effectués en 2021 et 2022 permettra de confirmer si,
dans les installations du nouveau site de production, les compositions des lignées
de production sont plus stables et homogeénes, ou si des fluctuations persistent.
Dans ce cas, ’observation de ces fluctuations sur de plus longues périodes
permettra peut-étre de dégager un profil de ces fluctuations, en particulier pour
les compositions en bactéries, afin de pouvoir les associer a des événements
saisonniers ou des changements dans le protocole de production. Par ailleurs, ces
fluctuations de compositions microbiennes ne semblent pas avoir affecté les
propriétés organoleptiques de la boisson commercialisée. Il serait néanmoins
intéressant de connaitre les conséquences de ces variations sur la composition

biochimique du kombucha, en particulier celle des composants aromatiques.

2.2 Effet des back-slopping successifs a 1’échelle laboratoire

A D’échelle du laboratoire, pour comparer les compositions microbiennes des
cycles successifs de fermentation, nous avons reproduit des lignées de
fermentation paralleles avec un schéma de propagation des SCOBY équivalent a
celui des propagations des lignées sur le site de production de BioBrasseurs
(Figures 3.3 et 3.6). En plus de la différence d’échelle, les différences avec les

échantillons des lignées de production sont les suivantes :
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- nous avons choisi d'effectuer les back-slopping non seulement en conditions
d'hygiéne mais aussi en conditions de stérilité, en travaillant pres de la flamme
d’un bec Bunsen. L’utilisation d’un poste de sécurité microbiologique aurait été
idéale, mais les bocaux de 1.7 litres sont trop encombrants pour garantir la stérilité
des manipulations dans ces conditions. L’objectif est de limiter au maximum la
contamination microbienne afin d’évaluer les seuls effets de dérives éventuelles
des compositions microbiennes.

- une autre différence est le nombre plus important de lignées suivies : 20 et 11
lignées de fermentations paralléles ont été suivies, pour les deux essais effectués,
- une derniere différence se situe dans le fait que, au laboratoire, les lignées d’un
méme essai sont en fait des réplicats biologiques. En effet, comme illustré par le
design expérimental, un méme starter est utilisé pour initier toutes les lignées d’un
méme essai, ce starter est constitué par I’un des rétentats de filtration, prélevé sur

les lignées de production chez BioBrasseurs.

2.2.1 Premier essai : suivi de 20 lignées de fermentation paralléles

2.2.1.1 Description du dispositif expérimental et schéma de prélevement

Le starter a I’origine des vingt lignées est un rétentat de filtration de BioBrasseurs
qui a été prélevé en avril 2020, juste aprés la reprise des activités suite au
confinement général lors de la crise sanitaire de la Covid19. Sa composition
microbienne a été établie a partir des librairies D2 et V3-V4 (Figure 3.3). A partir
de cette suspension microbienne, nous avons élaboré des lignées identiques,
comme illustré par la Figure 3.3. Un litre d’une préparation d’infusion sucrée et
refroidie a été versé dans 20 bocaux traités conformément aux pratiques détaillées
(chapitre 1). Le SCOBY starter est homogénéisé et réparti dans les 20 bocaux, a
raison de 50 ml par bocal (5 % du volume total), dans les conditions de stérilité

représentees par le travail prés de la flamme d’un bec Bunsen.

138



Co0

Cco

-

+ @ = EP
+ @D = ED -

« @B ~E» -

C02
Cco3

Co05

co9
c10
c11

C14
C15
C16
C17
Cc18

ﬁltratlon E I

starter

<
<
<
<«

b))

é@%@@@%@%@é@%@%@ o

Jllllll))ll)))«e

EEEEEEEEEREE

lli)llll)lllll

=y —

It

¢

-

- @» = (ﬂkt

v(ﬂ)ﬁo
G

— @B =€l -

PR EERREER

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10L11L12L13 L14L15 L16 L17 L18 L19 L20

Figure 3.3. Design expérimental pour élaborer 20 lignées de fermentation paralleles
(désignées L1 a L20) a partir du méme starter, a I’échelle laboratoire. Le starter est un rétentat
de filtration issu de BioBrasseurs, la composition de ses librairies de levures et de bactéries
est représentée. 18 cycles (CO1 a C18) ont été effectués. Les cycles pour lesquels des
prélevements systématiques des cellules de la fraction liquide ont été effectués sont signalés
en rouge, les lignées pour lesquelles la composition microbienne a été analysée par
metabarcoding, sont signalées en rouge. Les lignées qui ont conservé un biofilm d’épaisseur
normale aprés le dixiéme back-slopping sont soulignées.
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Les bocaux sont incubés pendant 21 jours a 27°C (cycle C00), a I’issue desquels
un biofilm s’est formé. A la fin de ce cycle, un inoculum constitué¢ du liquide et
du biofilm formé est effectué pour le premier back-slopping initiant le cycle de
fermentation CO1. La durée d’incubation a partir du cycle CO1 est de 14 jours a
27°C. Afin de ne pas induire un facteur de variation externe pouvant affecter la
communauté, nous avons choisi de ne prélever que de la fraction liquide de toutes
ces lignées. En effet, nous avons considéré qu'il est préférable de ne pas découper
les biofilms filles pour en analyser la composition microbienne. Les cellules de la
fraction liquide ont été prélevees pour toutes les lignées, au long des sept cycles :
CO03, C05, C09, C11, C14, C16 et C18, et nous avons collecté 140 culots
cellulaires stockés a -20°C.

Au fur et a mesure des back-slopping, nous avons également observé 1’aspect

visuel des biofilms.

Figure 3.4. Observation des épaisseurs des biofilms-filles formés en surface, lors du cycle
suivant le dixieme back-slopping : a droite, la formation d’un biofilm d’épaisseur habituelle

(0.5 cm, fléche large) ; a gauche, la formation d’un biofilm plus fin (fléche fine) dans les
lignées (L5, L9, L10, L12, L13, L15, L17, L18, L19).
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A la fin du dixieme cycle, nous avons constaté des différences les 20 lignees :
cette différence concerne I’épaisseur du biofilm fille et a permis de distinguer
deux groupes de lignées : un groupe avec un biofilm d’épaisseur habituelle (0.5
cm) et un groupe ayant un biofilm plus fin (Figure 3.4). Cette différence
d’épaisseur s’est maintenue sur les six cycles suivants, puis nous avons stoppé la
propagation des 20 lignées a la fin du 18e cycle car tous les biofilms-filles étaient
devenus de plus en plus fins et irréguliers malgré I’augmentation de la durée
d’incubation de 14 a 21 jours. Pour I’analyse des compositions microbiennes,
nous avons choisi de comparer tous les prélevements de deux lignées ayant un
biofilm fille fin & partir du 10e cycle (lignées L13 et L17) avec ceux des trois
lignées ayant biofilm fille habituel au 10e cycle (lignées L4, L7, L14). Pour ces
prélévements, I’ADN total a été extrait et les librairies d’amplicons D2 et V3-V4
ont été synthétisées et séquencees.

2.2.1.2 Résultats des compositions microbiennes

Le starter utilisé pour générer les 20 lignées présente la composition microbienne
de levures suivante : 58 % des amplicons de la région D2 ont été affiliés a B.
anomalus, 30 % a B. bruxellensis, 10 % a S. cerevisiae et 2 % a P.
membranifaciens. Pour les bactéries, 60 % des amplicons V3-V4 sont affiliées a
Oenococcus, 20 % a Lactobacillus, 10 % a Acetobacter, 7 % a Gluconobacter et
3 % a Komagataeibacter (Figures 3.3 et 3.5). Ce sont tous des taxons couramment
trouvés dans les SCOBY de kombucha mais I’abondance du genre Oenococcus

est particulierement importante.

A partir de ce starter, les compositions en levures sont trés semblables au cycle
CO03, pour les cing lignées analysées (Figure 3.5.A). Ces compositions du cycle
CO03 sont marquées par I’absence de S. cerevisiae et P. membranifaciens et par
I’abondance de B. anomalus, largement majoritaire (96 %) par rapport a B.
bruxellensis, sauf pour la lignée L13 qui présente 60 % de B. bruxellensis.
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Figure 3.5. Composition microbienne de la fraction liquide de 5 lignées de laboratoire
paralléles, propagées par back-slopping, suivies au cours de 18 cycles de fermentation
consécutifs. Les prélevements d’une méme lignée sont disposés sur la méme ligne et les
prélévements effectués au méme cycle sont disposés dans la méme colonne. (A) Composition
des espéces de levures, représentées par la librairie d’amplicons D2. Le nombre de lecture a
été¢ normalisé selon I’échantillon présentant la plus faible profondeur de séquencage (21673
lectures). (B) Composition des genres de bactéries, représentés par la librairie d’amplicons
V3-V4. Le nombre de lecture a été normalisé selon 1’échantillon présentant la plus faible

abondance des lectures

Cycle :

abondance des lectures

20000
15000
10000
5000
0

20000
15000
10000

5000

20000
15000
10000

5000

20000
15000
10000

5000

20000
15000
10000

5000

6000
4000
2000

6000
4000
2000

0

6000
4000
2000

6000
4000
2000

6000
4000
2000

0

Lignée L13

| el

Lignée L17

- =

Lignée L4

|

Lignée L7

Lignée L14

e e

Cco3

mE __ =N

C14

Lignée L13

Lignée L17

Lignée L4

EEE TEE

Lignée L7

[ =.

Lignée L14

Co05 Cco9 C11 C14 C16 Cc18

Cycle: C03

profondeur de séquencage (7540 lectures).

142

Brettanomyces anomalus
Brettanomyces bruxellensis
Hanseniaspora valbyensis
Kluyveromyces sp
Kregervanrija delftensis
Kregervanrija fluxuum
Pichia kudriavzevii

Pichia manshurica
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Starmerella stellata

Acetobacter
Acetobacteracea
Enterobacter
Enterobacteriaceae
Gluconacetobacter
Gluconobacter
Komagataeibacter
Lactobacillales
Lactobacillus
Oenococcus
Other



Il semble donc que dés le cycle CO3, des Iégeres variations de composition en
levures se sont établies entre les 20 lignées. Au cours des cycles successifs, la
faible abondance de S. cerevisiae se maintient et une partie des variations
observées concerne des fluctuations du rapport entre les abondances de B.
bruxellensis et B.anomalus. Ces fluctuations passent par le cycle C05 ou B.
bruxellensis est devenue majoritaire, suivie plus tard par deux cycles ou B.
anomalus est devenue progressivement trés majoritaire (C11 et C14). Cette
description est globale avecdes variations entre les lignées. Enfin, aux cycles C16
et C18, B. bruxellensis estredevenue majoritaire. Le passage du cycle C05, avec
B. bruxellensis majoritaire,au cycle C11 avec B. anomalus majoritaire, est marque
par un changement observé sur tous les prélévements disponibles du cycle C09 :
le genre Pichia, quin’était pas détecté précédemment, est soudain devenu
abondant, avec des proportions de 10 a 35 %. Cette colonisation est passagére
puisque ce genre n’estplus détecté dans les cycles suivants.

Toutes les lignées sont affectées au méme cycle, il donc est possible d’émettre
I'nypothése que la fluctuation transitoire du rapport entre les abondances de B.
bruxellensis et B. anomalus, observée aux prélévements ultérieurs des cycles C11
et C14, soit une conséquence de cette colonisation transitoire. La connaissance
des compositions des cycles C08 et C10 auraient peut-étre permis d’apporter du
support a cette hypothese, en précisant a quel cycle la colonisation de Pichia a eu
lieu et quelle est la synchronie avec la fluctuation du rapport entre les abondances
de B. bruxellensis et B. anomalus. La production, par les espéces du genre Pichia,
de toxines Killer actives sur plusieurs espéces de levure, dont B. bruxellensis,

serait une piste a explorer (Belda et al., 2017; Santos et al., 2009).

Enfin, il semble qu’il n’y ait aucun lien apparent entre les profils de variations des
compositions ni en levures, ni en bactéries (qui sont détaillés ci-dessous) et les

changements d’épaisseur du biofilm pour les lignées L13 et L17.
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Les variations de compositions microbiennes sont tres marquées pour les
compositions bactériennes (Figure 3.5.B) : elles sont toutes différentes des le
cycle CO3 des quatre lignées disponibles, celle de la lignée L13 étant la plus
differente du fait de la prédominance du genre Lactobacillus. Dans les profils de
variations, une observation remarquable concerne les proportions du genre
Lactobacillus. Toutes les compositions du cycle C11 sont marquées par une
augmentation soudaine de ce genre qui est predominant et atteint des proportions
de 75 % a 90 %. Pour toutes les compositions du cycle C14, au contraire, ce genre
est trés minoritaire (8 %), pour atteindre et conserver des proportions majoritaires
dans toutes les compositions des derniers cycles (75 a 85 %). Contrairement aux
variations des compositions en bactéries sur le site de production chez
BioBrasseurs, un profil de variation semble plus évident a déterminer dans les
lignées de laboratoire. L’observation d’une certaine synchronie entre les
fluctuations observées pour les compositions de levures et de bactéries, entre les
cycles C09, C11 et C14, souléve la question de I’effet d’un événement externe qui
aurait non seulement affecté les compositions de levures mais aussi celles de
bactéries, voire d’une interdépendance entre les deux types de composition. Par
ailleurs, la présence d’entérobactéries détectables pour les trois lignées, a
différents cycles, semble indiquer plusieurs contaminations indépendantes et
suggere que les conditions de travail stérile soient difficiles a satisfaire avec

I’encombrement des bocaux et I’'usage du bec Bunsen,

Une observation générale concerne le genre Oenococcus : trés abondant dans le
starter (60 %), il n’est plus du tout détecté dans nos prélévements, il semble que
les conditions des lignées de laboratoire ne soient pas favorables a son maintien
dans la communauté microbienne. Une autre observation remarquable est
I’abondance importante des OTU de la famille des Acetobacteraceae (10 & 80 %),
dont I’affiliation a 1’échelle genre n’est pas possible avec les données des

amplicons V3-V4,
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Evidemment, cette observation souligne les limites de ce marqueur taxonomique
pour ces taxons, de par son profil de polymorphisme ou/et de par I’état des
connaissances sur les taxons de cette famille, répertoriées dans la banque
d’affiliation. Néanmoins une telle abondance de ces OTU n’avait pas encore été
observée dans nos analyses. Cette famille contient des genres que nous avons
définis comme genres du core microbien : Acetobacter et Komagataeibacter, ainsi
que des genres que nous avons définis comme accessoires, tels Gluconobacter,
Gluconacetobacter, Ameyamaea, Neokomagataea, Nguyenibacter, Swingsia.
Une analyse plus exhaustive des compositions microbiennes, basées sur le
séquencage shotgun du contenu génomique de la communauté permettrait peut-
étre d’améliorer la résolution des taxons de cette famille, non seulement pour nos
projets dans la fermentation de kombucha mais aussi pour 1’amélioration du

contenu des banques.

2.2.2 Deuxiéme essai : suivi de 11 lignées de fermentation paralleles
2.2.2.1 Description du dispositif expérimental et schéma de prélevement

Le dispositif expérimental est trés similaire a celui du premier essai et il est

résumé dans la (Figure 3.6) Les différences sont les suivantes :

- un nombre moins important, de 11 lignées paralléles, pour une meilleure
homogénéité des opérations. Notamment, il est possible de préparer un seul batch
d’infusion sucrée pour effectuer les 11 back-slopping paralléles, alors que deux
batchs étaient nécessaires pour les 20 lignées. Les lignées de cette nouvelle série
ont été désignées L1* a L11*.

- nous avons adopté une autre stratégie de prélévements : en plus des prélévements
sur toutes les lignées a des intervalles de deux a trois cycles, pour trois des onze

lignées, nous avons effectué des prélévements systématiques a chaque cycle,
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y compris apres le cycle d’initiation COO correspondant a I’inoculation des bocaux
d’infusion avec la suspension microbienne starter. Le but de ces prélevements
rapprochés était de mieux repérer les effets des événements externes sur les

compositions microbiennes.
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Figure 3.6. Design expérimental pour le suivi de la deuxieme série des lignées de
laboratoires. Les prélevements ont été systématiques pour les trois lignées L2*, L5* et L6,
sur les cycles consécutifs C00, C01, C02, C0O3 et C04 et pour les cycles plus espacés C06,
C09 et C12.
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- le starter de départ a 1’origine de ces lignes paralléles identiques a une
composition différente, révélé par le sequencgage des librairies D2 et V3-V4
effectué sur les cellules du starter. Le profil taxonomique de ce starter, prélevé en
production chez BioBrasseurs en juillet 2021, est similaire a celui des lignées en
production en décembre 2020. Les abondances des taxons de levures
correspondent & 45 % de de séquences de H. valbyensis, 25 % de B. bruxellensis,
15 % de S. cerevisiae, 10 % de B. anomalus et 5 % de S. pombe. Quant a la
composition bactérienne, le profil est composé de 60 % de séquences affiliées au
genre Lactobacillus, 20 % de Gluconobacter, 10 % de Komagataeibacter et 10 %
d’Acetobacter et 0.3 % d’Oenococcus. La diversité microbienne de ce starter est
donc plus importante que celui utilisé pour les 20 lignées, aussi bien en nombre
de taxons que par I’absence d’un taxon prédominant. Les valeurs comparées des
indices d’alpha-diversité sont les suivants : le starter des 11 lignées contient 15
taxons de levures dont les proportions donnent un indice de Gini-Simpson de 0.77
et 29 taxons de bactéries dont les proportions donnent un indice de Gini-Simpson
de 0.63. Pour le starter des 20 lignées, ces valeurs n’étaient que de 9 taxons de
levures dont les proportions donnent un indice de Gini-Simpson de 0.59 et 19
taxons de bactéries dont les proportions donnent un indice de Gini-Simpson de
0.59.

2.2.2.2 Résultats des compositions microbiennes

Que ce soit pour les levures ou les bactéries, il faut tout d'abord remarquer que les
compositions des trois lignées au cycle C00 sont trés similaires (Figure 3.7). Les
Iégéres variations observées peuvent étre dues a la précision de la méthode de
métabarcoding. Cette observation conforte notre protocole de génération de
lignées a partir d’un rétentat de filtration qui est effectivement suffisamment

homogéne pour permettre de constituer des réplicats biologiques.
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Figure 3.7. Composition microbienne de la fraction liquide de 3 lignées de laboratoire
paralléles, propagées par back-slopping, suivies au cours de 12 cycles consécutifs de
fermentation. Les prélévements d’une méme lignée sont disposés sur la méme ligne et les
prélevements effectués au méme cycle sont disposés dans la méme colonne. (A) Composition
des espéces de levures, représentées par la librairie d’amplicons D2. Le nombre de lecture a
été normalisé selon 1’échantillon présentant la plus faible profondeur de séquencage (44980
lectures). (B) Composition des genres de bactéries, représentés par la librairie d’amplicons
V3-V4. Le nombre de lecture a été normalisé selon 1’échantillon présentant la plus faible
profondeur de séquencage (23130 lectures).
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Malgré cette homogénéité au cycle C00, au cours des cycles suivants, chaque
lignée présente des fluctuations de composition qui lui sont propres, indiquant que
la composition initiale n’est pas le seul paramétre a avoir un effet sur les variations
d’un cycle a I’autre. Ce schéma de prélévement montre que, au moins pour les
compositions de levures, les variations de compositions peuvent étre tres rapides,
comme illustré par les compositions tres particuliéres du cycle CO1 par rapport &

celles des cycles précédant et suivant.

Les profils taxonomiques des levures sont caractérisés par une diminution
importante de la diversité, pour les 3 lignées suivies et pour tous les cycles.
L’espéce H. valbyensis, trés représentée dans le starter et I’espéce S. pombe ne
sont pas détectées dans ces lignées de fermentation au laboratoire. A I'exception
des cycles CO1 et C09, I’espéce B. anomalus est largement prédominante dans
certaines lignées avec des proportions entre 20et 70 %, contrairement au starter

ou elle ne représentait que 10 % des séquences.

Les variations de compositions des bactéries sont surtout marquées par une faible
abondance du genre Lactobacillus, abondant dans le starter. Il faut également
remarquer la présence transitoire au cycle C03 de deux lignées, du genre
Sphingomonas, peu décrit dans les SCOBY de kombucha. Sa présence a été
rapportée dans un kombucha local en Slovaquie, qui, de notre point de vue,
semble avoir une composition plutét inhabituelle (IvaniSova et al., 2019). Ce
genre était également majoritaire dans une des fermentations conduites avec des
starters de différentes origines, décrite dans I'étude du chapitre 2. Ce starter avait
éteé écarté car il n’avait pas abouti a la formation d’un SCOBY utilisable en back-
slopping traditionnel.

Enfin, les compositions en levures et en bactéries, de tous les prélevements du
cycle C0Q9, se distinguent des celles des autres cycles et sont variables entre les
lignées. Les échantillons disponibles des cycles C07, CO08 ainsi que ceux des

cycles suivants devront étre analysés par métabarcoding, pour compléter ce jeu
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De données et éventuellement avoir des éléments permettant de mieux

comprendre ces variations.

2.2.3 Discussion

Une conclusion importante des résultats des expériences décrites dans cette partie
du projet de thése, est qu’il est possible de générer des fermentations qui
constituent des réplicats biologiques de qualité, malgré la nature solide d’une
partie de I’inoculum, essentiellement impossible a homogénéiser : il suffit de
pouvoir reconstituer cet inoculum a partir d’une suspension homogene des micro-
organismes. Une étude de (May et al., 2017) avait décrit un protocole de broyage
du biofilm avec un mixer, pour obtenir une suspension homogeéne qui peut étre
répartie pour constituer des réplicats biologiques. Cette solution nous semble un
peu agressive, sachant que le biofilm est souvent décrit comme une niche
écologique qui protege les communautés microbiennes (May et al., 2019). Dans
ce contexte, il est possible que les changements importants et ponctuels, que nous
avons observeés dans les compositions du cycle CO1 du suivi des 11 lignées, soient
causés par une forme de stress représenté par le premier transfert de type back-
slopping.

La possibilité d’obtenir des réplicats biologiques sous la forme de lignées de
fermentation est essentielle pour développer des projets visant a comprendre
I’assemblage et la stabilité de ces communautés et leurs profils de variation des
compositions microbiennes. Il sera en effet possible de comparer 1’évolution des
lignées constituees a partir de starters de composition différentes et également de
tester les effets, sur les compositions microbiennes, de I’application de traitements
ou de changements de conditions.

Dans ce contexte, nous avons initié une étude préliminaire dans laquelle les

cellules d’un méme rétentat de filtration ont été soumises a des conditions
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difféerentes avant d’étre utilisées comme starter pour initier les lignées de

fermentation.
2.3 Effets de différentes conditions de conservation du starter

Les effets de la conservation du starter nous a semblé étre la condition la plus
pertinente & tester pour initier une étude d’intérét pour les producteurs de
kombucha, amateurs ou brasseurs. En effet, au fur et @ mesure des back-slopping,
le biofilm meére, qui est retiré en fin de fermentation, peut étre conservé et
constituer un starter supplémentaire. Les producteurs amateurs peuvent ainsi
conserver des SCOBY “de secours” ou les offrir. Chez les brasseurs, en plus de
garder un SCOBY de réserve, 1’objectif majeur est de générer des SCOBY
performants permettant de maintenir ou d’augmenter la capacité de production et
d’assurer une fermentation dans les délais habituels. Une pratique adoptée par
BioBrasseurs, du moment ou la performance du SCOBY diminue, consiste a
stocker temporairement le SCOBY au froid avant de le remettre en fermentation.
Nous avons donc soumis un méme starter a différentes durées et températures de

stockage avant d'initier des lignées de fermentation.

2.3.1 Description du dispositif expérimental et prélévements

Le rétentat de BioBrasseurs qui a servi de starter pour tester 1’effet de différentes
conditions de conservation est celui utilisé pour la série a 11 lignées de
laboratoire, sa composition microbienne a été établie a partir des librairies D2 et
V3-V4 (Figure 3.6). La composition apres sa mise en culture directement, sans
étape de conservation est également connue (Figure 3.7). Pour tester les
differentes conditions de fermentation, des aliquotes de 40 ml du starter
homogénéisé ont été réparties dans plusieurs tubes falcon de 50 ml et additionnées

ou non d’un cryoprotectant : le glycérol (Figure 3.8).
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Figure 3.8. Design expérimental pour comparer les effets sur les fermentations, de différentes
conditions de conservation d’un méme starter. Le rétentat de filtration a été soit mis
directement en fermentation (colonne de gauche), soit conservé dans différentes conditions
de température et de concentration en glycérol, pendant 4 ou 12 semaines, avant d’étre mis
en fermentation. Le cycle de démarrage COO a été suivi de trois étapes de back-slopping
consécutives.

Conditions de conservation : température ambiante fluctuante (TAF) ; température ambiante
controlée (TAC) ; 4°C (+4) ; -20°C en présence de glycérol a 10 % v/v (-20 + G10) ; -40°C
en présence de glycérol a 10 % v/v (-40 + G10) ; -80°C en présence de glycérol a 10 % v/v (-
80 + G10) ; -80°C en présence de glycérol a 20 % v/v (-80 + G20) ; -150°C en présence de
glycérol a 10 % v/v (-150 + G10) ; -150°C en présence de glycérol a 20 % v/v (-150 + G20).

Ces tubes ont ensuite été placés dans différentes conditions de temperature de
stockage : la température ambiante fluctuante dans le laboratoire, la température
ambiante stable de 20°C dans une piéce climatisée et la température de 4°C en

chambre froide. Différentes températures de congeélation et de cryoprotecteur ont
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également été testées : -20°C, -40°C, -80°C et -150°C en présence de glycerol 10
% (v/v) et -80°C et -150°C en présence de glycérol 20 % (v/v). Les tubes ont tous
été congelés a la méme température de -40°C, avant d’étre répartis dans les
congélateurs aux différentes températures de congélation. Pour chaque condition
de conservation, quatre réplicats ont été réalisés et stockeés.

Deux durées de stockage ont pour I’instant été testées : 4 semaines et 12 semaines
et il reste encore deux réplicats disponibles de chaque condition, conservés a cette
date depuis 16 mois. Au moment d’utiliser ces stocks comme starters, les tubes
congelés ont été transferés et placés par paliers de 12 heures dans le congélateur
de température inférieure (de -150°C a -80°C, puis de -80°C a -40°C puis de -
40°C a -20°C), avant une étape finale de 12 heures a -20°C. lIs ont ensuite été
rapidement décongelés en 20 minutes dans un bain-marie a 32°C. Les cellules de
ces différentes conditions de stockage ont ensuite été transvasées dans 1.1 litres
d’infusion de thé sucrée. Au bout de 21 jours, les back-slopping ont été initiés,
pour des durées de 14 jours sur trois cycles consécutifs. Les compositions
microbiennes ont été établies sur les prélevements en fin de cycle, a partir des
librairies D2 et V3-V4 (Figures 3.10 et 3.11).

En plus des compositions microbiennes, 1’aspect visuel des biofilms fille a été
observé quotidiennement pendant leur formation (Figure 3.9). Il a ainsi été
possible d’observer que les cinétiques de formation de ces biofilms est différente
selon les conditions de conservation appliquées au starter. Par exemple, un
biofilm cellulosique d’une épaisseur réguliére d’environ 0.2 cm a été produit dés
5 jours de fermentation, dans les bocaux correspondants aux starters conserves a
-20°C et -40°C : ¢’est une vitesse de formation plus rapide que ce que I’on observe
généralement avec un rétentat de filtration frais. Au méme moment, a la surface
de tous les autres bocaux, une fine pellicule commence a peine a se développer.
Ces observations montrent que le redémarrage de la communauté apres
conservation est différent si les températures de conservation sont

différentes.
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A la fin du cycle C00, les biofilms avaient également des aspects finaux
différents, notamment pour ceux dont les starters ont été conserves a température
ambiante : les biofilms filleont plut6t un aspect et une consistance de membrane
beige et opaque, flottant a lasurface du liquide et adhérant aux parois du bocal,
aspect qui n’est jamais observéméme au tout début de formation des biofilms.
L’aspect et la consistance habituelsdes biofilms fille correspond plut6t a celui d’un
gel translucide et tres légérementbleuté, un peu comme un gel réticulé d’agarose
a 1.8 % (w/v). Cet aspect est visible dés le début de sa formation, lorsqu’un
biofilm fille se forme par des ‘patchs’ isolés qui s’étendent et se rejoignent au

bout de 5 jours. A |

TAC -40°C -80°C -150°C

+4°C -40°C

Figure 3.9. Aspects caractéristiques observés lors de la formation des biofilms filles. (A)
Le retard dans la formation du biofilm a partir du starter conservé a température ambiante
contrélée (TAC) ou ceux congelés a -80°C et -150°C, en comparaison de celui conservé
a -40°C, est visible sur série de photos prises cing jours aprés I’inoculation des starters
conservés pendant 4 semaines. Les conditions de conservation sont indiquées sous les
photos. (Le cadrage des photos est assez mediocre car nous avions laissé les bocaux en
place dans I’incubateur sans les bouger afin de ne pas perturber la formation desbiofilms.)
(B) En fin du cycle C00 de démarrage de fermentation, 1’aspect inhabituel du biofilm
généré a partir d’un starter conservé en chambre froide, en comparaison a I’aspecthabituel
d’un biofilm fille généré avec un starter conserve a -40°C. Dans cet exemple, ils’agit des
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starters conservés pendant 12 semaines.
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2.3.2 Résultats des compositions microbiennes

Les compositions ont été comparées a celles du starter initial (le rétentat de
filtration issus du site de production de BioBrasseurs et récolté en juillet 2021) et
celles de ce starter mis en fermentation sans conservation. A la fin du cycle C00
de démarrage, les profils taxonomiques de levures et de bactéries sont tous
differents, selon les traitements de conservation appliqués ou non au starter
(Figure 3.10). Pour les compositions en levures (Figure 3.10.A), une observation
déja remarquée avec le starter inoculé sans étape de conservation préalable (lors
du suivi des 11 lignées de laboratoire) est 1’absence des especes S. cerevisiae et
H. valbyensis, présentes dans le starter initial, ce qui contraste avec les
compositions des fermentations issues des starters conservés a -80°C et -150°C
qui sont trés proches de celle du starter initial. Ceci méne a établir un paralléle
avec les souchiers des collections de laboratoire qui sont conserves durant des
années a la température optimale de -80°C. Il n’y a pas d’effet visible, ni de la
durée de conservation quelle que soit la température de conservation, ni de la
concentration en glycérol pour les températures de conservation de -80°C et -
150°C, sur la composition en levures.

On peut également remarquer la présence particuliérement importante de S.
cerevisiae pour les fermentations issues de starters conservés a -20°C et -40°C,
ou elle atteint une proportion allant jusqu’a 85 %.

Cette abondance de S. cerevisiae et la formation rapide de biofilm (par les
bactéries) sont corrélées et il pourra étre intéressant d’étudier 1a relation entre les
activités métaboliques des diverses espéces impliquées dans les SCOBY et la

vitesse de formation du biofilm

156



4 semaines

12 semaines

3000 .
2000
1000

o

Cycle C00: direct TAF TAC +4 -20+G10 - 40+G10 -80+G10 -80+G20 -150+G10 -150+G20

1

2000

Starter

1000

abondance des lectures

¥

i 4 semaines

30000

20000

10000

)

Brettanomyces anomalus
Brettanomyces bruxellensis
Hanseniaspora valbyensis
Kregervanrija delftensis
Kregervanrija fluxuum

Pichia kudriavzevii

Pichia membranefaciens
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe

Acetobacter
Acetobacteracea

CycleC00: direct TAF TAC +4  -20+G10-40+G10 -80+G10 -80+G20 -150+G10 -150+G20

abondance des lectures

30000

X

20000

10000

o

Gluconobacter
Komagataeibacter
Lactobacillales
Lactobacillus
Oenococcus
Other

Figure 3.10. Comparaison des compositions microbiennes des fractions liquide des cycles
CO00, initiés apres 4 et 12 semaines de conservation du starter dans différentes conditions.
Pour une méme durée de conservation du starter, les compositions sont disposées sur la méme
ligne. Pour une méme condition de stockage, les compositions sont disposées sur la méme
colonne. La premiére colonne de chaque ligne (désignée ‘direct”) correspond a la composition
du cycle C00 de la lignée L2*, ensemencée avec le méme starter qui n’a pas subi de
conservation. (A) Composition des espéces de levures, représentées par la librairie
d’amplicons D2. Le nombre de lecture a été normalisé selon 1’échantillon présentant la plus
faible profondeur de séquencage (3692 lectures). (B) Composition des genres de bactéries,
représentés par la librairie d’amplicons V3-V4. Le nombre de lecture a été normalisé selon
I’échantillon présentant la plus faible profondeur de séquencage (34777 lectures).
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Pour les compositions de bactéries (Figure 3.10.B), un comportement comparable
a celui observé pour les compositions en levures peut étre décrit : les
fermentations issues des starters conservés a -80°C et -150°C sont assez proches
de celle du starter initial, avec I'importance du genre Lactobacillus notamment
ainsi que la proportion du genre Gluconobacter. Dans ce test, la durée de
conservation des starters a ces températures de congeélation semble avoir un effet
sur les compositions des fermentations de démarrage.

Afin de connaitre les effets éventuels des compositions au cycle C0O0 sur celle des
cycles successifs, nous avons analysé les compositions microbiennes lors de trois
back-slopping successifs effectués avec les SCOBY issus des starters conservés
durant 12 semaines (Figure 3.11).

Les observations sont & examiner avec prudence puisque nous n’avons pas de
réplicats de chaque condition alors que les compositions des lignées de laboratoire
générées avec le méme starter initial avaient montré des fluctuations deés les
premiers cycles de back-slopping (Figure 3.7). Pour les compositions de levures
(Figure 3.11.A), les especes H. valbyensis et S. cerevisiae, présentes au cycle C00,
deviennent indétectables des les cycles CO1 et C02, respectivement. L’espece B.
anomalus devient progressivement prédominante dans toutes les compositions du
cycle C03. Il semble donc que la composition au cycle C00 de la communauté de
levure ait assez peu d’effet a long terme, au fur et a mesure de la succession des
cycles de back-slopping. Néanmoins, toutes les compositions des fermentations
successives a partir des starters conservés a -20°C et -40°C, sont caractérisées par
une trés faible abondance de I’espéce B. bruxellensis. Il serait intéressant d’étudier
les effets des températures de conservation sur différentes souches de cette espéce
afin d’établir si cette observation est due a des fluctuations de composition
aléatoires ou si elle se conserve particulierement mal a ces températures de

congélation.
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Figure 3.11. Suivi des compositions microbiennes de la fraction liquide, au cours de trois
cycles consécutifs de fermentation avec propagation par back-slopping, pour 9 séries de
fermentation qui se distinguent par les conditions de stockage des starters. Les starters ont été
conservés pendant 12 semaines. Les prélévements paralleles du méme cycle sont disposés sur
la méme ligne et ceux d’une série de back-slopping correspondant & la méme condition de
conservation du starter sont disposés en colonne. (A) Composition des espéces de levures,
représentées par la librairie d’amplicons D2. Le nombre de lecture a été normalisé selon
I’échantillon présentant la plus faible profondeur de séquencage (3691 lectures). (B)
Composition des genres de bactéries, représentés par la librairie d’amplicons V3-V4. Le
nombre de lecture a ét¢ normalisé selon 1’échantillon présentant la plus faible profondeur de
séquencage (22492 lectures).
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Avec cette série de starters, les différentes compositions en bactéries, au fur et a
mesure des back-slopping successifs, définissent deux groupes distincts (Figure
3.11.B), en fonction de 1’abondance importante ou non du genre Lactobacillus.
Ces groupes correspondent aux températures de conservation du starter ainsi qu’a
la composition au cycle C00 : les fermentations dont les starters ont été conserves
a -80°C et -150°C et a température ambiante fluctuante sont celles ou le genre
Lactobacillus est bien maintenu au fur et a mesure des cycles successifs
(abondance des lectures de de 25 a 75 % avec une moyenne de 45 %). Les réplicats
constituant les 11 lignées de laboratoire n’avaient pas montré un tel profil de
diversité dans les compositions bactériennes, ce qui suggére que ces observations
sont effectivement en partie liées aux conditions de conservation desstarters et pas

seulement a des fluctuations aléatoires de compositions.

2.3.3 Discussion

A notre connaissance, une seule étude trés récente a testé les effets de la
conservation sur les taxons de kombucha, avec un design expérimental tres
différent (Grassi et al., 2022). Les compositions microbiennes ont été comparées
pour des kombuchas mis en bouteille et stockés a 4°C ou a température ambiante,
en utilisant des méthodes dépendantes de la culture et des analyses de PCR-
DGGE (dont les principes sont rappelés dans 1’introduction de la thése). Les
résultats ont mis en évidence une mauvaise conservation de la viabilité de I’espece
de levure S. cerevisiae et des bactéries lactiques, alors que I’espéce de levure B.
anomalus et les bactéries acétiques conservent une trés bonne viabilité. 1l est
difficile de comparer ces résultats aux notres, non seulement parce que les
méthodes de détection n’ont pas la méme résolution, que la remise en
fermentation des microorganismes n’a pas été testée mais aussi parce que la
composition microbienne de la communauté étudiée était trés différente de la

notre, avec notamment 1’absence de 1’espece de levure B. bruxellensis.
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Notre étude préliminaire a permis de montrer la possibilité d’utiliser notre design
expérimental, basé sur des lignées de fermentation paralleles, pour mettre en
évidence I’impact de I’application volontaire de différentes conditions sur le
déroulement de la fermentation. Cet impact était visible macroscopiquement, avec
les différentes cinétiques de formation des biofilms fille. L’analyse des
compositions microbiennes a également révélé un impact de ces conditions mais
il est encore assez difficile de faire le lien entre ces différences de compositions
et ces différences de déroulement de la fermentation. Cela est d0 au fait que
I’abondance des taxons en fin de fermentation ne refléte que partiellement leur
activité au cours du cycle complet. Les résultats disponibles devront étre
complétés pour une expérience a plus grande échelle, incluant des cinétiques des
compositions microbienne et biochimique, notamment au cours du cycle C00 de
démarrage. Techniquement, ce type d’expérience ne pourra étre conduite qu’avec
peu de conditions mais de nombreux réplicats. Ces réplicats seront nécessaires,
non seulement pour vérifier la reproductibilité des résultats, mais aussi parce
lorsqu’un prélévement est effectué, la fermentation en cours est perturbée et ne
peut donc pas étre poursuivie pour des prélevements ultérieurs. Il faudra donc
prévoir autant de fermentations paralléles que de points de prélevements. Des
données de méta-transcriptomique seraient également intéressantes a générer afin
de suivre I’activité des taxons par leurs cinétiques d’expression.

Pour mieux répondre au questionnement des producteurs de kombucha, il serait
important de mimer au mieux des starters équivalents a ceux du back-slopping
traditionnel comprenant la fraction biofilm et la fraction liquide, afin de tester
différentes conditions de fermentation. Pour ce type d’expérience, le design que
nous avons développe a partir des rétentats de filtration, pourra étre utilisé afin de
générer des réplicats de biofilm fille généré au cycle C0O0 de démarrage et de les
placer dans différentes conditions de conservation. Il faudra néanmoins vérifier si

les compositions homogenes que nous avons observées pour les fractions liquides
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des cycles C00 des lignées paralléles, le sont également pour celles des biofilms

fille correspondantes.

3. Conclusions

Les résultats des trois types d’expériences décrites dans ce chapitre ont permis
non seulement de valider des protocoles de suivi de lignées de fermentation, mais
ils également permis de mettre en évidence que des facteurs exterieurs peuvent
avoir un impact détectable sur la composition microbienne des SCOBY.

Ces protocoles vont servir de base au développement d’essais a plus grande
échelle afin de tester les effets de nombreuses conditions, comme la concentration
en saccharose, le type et la qualité de thé, la température de fermentation, la
présence d’agents toxiques ou I’ajout de taxons microbiens au SCOBY, tels que
des moisissures ou des souches de levures dont les propriétés ‘killer’ ont été
caractérisées.

Ces essais ont ¢galement montré que la reprise d’activité apres congélation du
starter apparait comme une condition de choix pour étudier les cinétiques
d’activité des taxons des SCOBY et comprendre les réles respectifs, ceci dans une
perspective plus fondamentale visant a mieux connaitre les interactions entre

microorganismes dans une communauté.
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Conclusion genérale et perspectives
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Mon travail de thése a débuté avec la mise en place des protocoles nécessaires
pour effectuer des fermentations de kombucha au laboratoire, puis des protocoles
pour caractériser les produits finis : quelques caractéristiques chimiques par
dosages avec des kits enzymatiques et surtout la composition des communautés
microbiennes des levures et des bactéries. Une partie importante de ces mises au

point sont décrites dans le chapitre 1.

La maitrise de ces protocoles a permis d’effectuer des études comparatives des
compositions microbiennes de SCOBY, établies selon plusieurs design
expérimentaux, décrits dans les chapitres 2 et 3. Avec la comparaison des 18
SCOBY reconstitués a partir de starters de différentes origines (chapitre 2), nous
avons défini des micro-organismes importants dans la fermentation dukombucha
: des taxons omniprésents constituant le core (B. bruxellensis, B.anomalus,
Komagataeibacter et Acetobacter) et d’autres considérés comme accessoires,
spécifiques a certains SCOBY. Nous avons constaté une distributiondifférente des
genres bactériens Komagataeibacter, Lactobacillus et Oenococcus dans les
fractions biofilm et liquide. La dynamique des communautésmicrobiennes a été
décrite pendant trois cycles fermentaires consécutifs. Nous avons pu observer que
la composition du consortium microbien évolue différemment d’un SCOBY a un
autre, en termes d’abondance relative des taxons reconnus comme accessoires, qui
prédominent dans certains cas. Il n’est pas clair, si ces variations observées sur
trois cycles correspondent a une stabilisation progressive des compositions
microbiennes ou si elles correspondent a des fluctuations récurrentes et donc
susceptibles de se produire régulierement au cours des générations successives.
Pour cette derniére hypothése, il est bien str important de décrire les profils de ces

variations et éventuellement d’identifier lestypes de causes de ces fluctuations.
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Dans ce contexte, les résultats des comparaisons décrites au chapitre 3, ont permis
d'apporter des éléments sur différents aspects de ces variations. La comparaison
des lignées de fermentations qui constituent des réplicats biologiques propages
sur 12 a 18 cycles consécutifs, a mis en évidence que, a partir de compositions en
taxons similaires lors des premiers cycles, chaque lignée étudiée a présenté des
fluctuations progressives de composition qui lui sont propres, indiquant que la
composition initiale n’est pas le seul paramétre a avoir un effet sur les variations
d’un cycle a l'autre. Ces comparaisons ont également montré que toutes les
lignées étudiées peuvent présenter une variation soudaine de la composition
microbienne, exactement au méme cycle, suggérant la survenue d’un événement
externe dont on peut détecter les effets. Les résultats de comparaisons, cette fois
menés sur des lignées dont les starters ont été soumis a des traitements différents
(ici des conditions de conservation différentes), ont en effet montré des effets
visibles macroscopiquement, avec différentes cinétiques de formation des
biofilms fille et des effets détectables au niveau des compositions microbiennes,

également impactées par ces différences de conditions.

Dans la méme optique de suivi de la composition au cours des cycles de
fermentation, les résultats observés pour trois lignées de SCOBY en conditions
réelles de production chez Bio Brasseurs ont montré de grandes différences dans
leur composition microbienne. La aussi, des variations sont soit spécifiques d’un
brassin ou bien elles touchent tous les brassins paralleles, en relation avec des
événements temporaires liés a l'interruption occasionnelle de la production ou les

variations saisonniéres.

Avec les dérives des compositions microbiennes observées dans les lignées
suivies chez BioBrasseurs, il serait intéressant de savoir quels effets ont ces
variations de composition, sur les métabolites présents dans le produit fini et sur

ses propriétés sensorielles. Dans les lignées plusieurs taxons ont présenté des
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variations, comme la dominance de B. anomalus aux dépens de B. bruxellensis
ou la dominance de Lactobacillus par rapport & Oenococcus, 1’abondance
permanente de S. cerevisiae dans toutes les lignées et les abondances ponctuelles
marquées par la prédominance de Kluyveromyces au printemps, de Kregervanrija
lors du déménagement ou de H. valbyensis, quelques mois apres le
déménagement. Chez Bio Brasseurs, des tests sont effectués pour mesurer le pH,
les sucres solubles, exprimés en degrés Brix avec un réfractomeétre et le taux
d’éthanol par le dosage avec un Kit enzymatique. Ces mesures se font
systématiquement sur tous les brassins afin de surveiller rapidement les
métabolites clés d’une fermentation de type kombucha. A la fin de chaque
fermentation, le brasseur et la cogérante, ayant développé une expertise
subjective, valident le goQt et si le brassin passe aux étapes de commercialisation.
Il s’agit d’une analyse descriptive, basée sur I’évaluation des attributs : apparence,
couleur, odeur, godt et Il'acceptation générale d’un produit. Elle permet de
recueillir les données sur sa qualité et elle est menée par des consommateurs
(Zubaidah et al., 2018). Aucun changement des propriétés globales n’a été
constaté sur I’appréciation du kombucha des brassins pour lesquels nous avons
détecté des variations importantes de composition microbienne. Néanmoins, une
étude métabolomique pointue, permettra de voir si ces variations peuvent étre
corrélées a des changements des profils métabolomiques, aussi bien sur les
brassins de production que sur des lignées de laboratoire. Afin d’étudier les
principaux métabolites du kombucha, des méthodes chromatographiques en
phase liquide ou en phase gazeuse, couplées ou non a des méthodes de
spectrométrie de masse ont été décrites dans différentes études portant sur le
kombucha (Huang et al., 2022; Savary et al., 2021; Tran et al., 2022b; Villarreal-
Soto et al., 2020). Ces methodes sont plus appropriées pour des études
systématiques, en comparaison aux dosages enzymatiques gque nous avons

réalisés, qui sont tres limités en termes de nombre de métabolites analyseés.
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Comme les relations entre métabolites et saveurs sont complexes a prédire, une
dégustation semble étre 1’outil indispensable pour compléter ces caractérisations.
Une évaluation quantitative a travers un panel sensoriel pourrait étre développée
avec un groupe de dégustateurs composé de 15 a 20 personnes, sélectionnés pour
leur capacité a détecter, reconnaitre et mémoriser des textures, des odeurs, des
saveurs et des arbmes caractéristiques. Ces aptitudes sensorielles sont
développées aprés avoir fait une formation de plusieurs semaines a 1’aide de
protocoles normalisés (NF EN ISO 8586 — NF EN ISO 13299). Cette norme
spécifie les criteres pour choisir les personnes possédant des aptitudes sensorielles
particuliéres parmi les sujets qualifiés, ou parmi des spécialistes en produits. Il
s’agit d’un entrainement intensif dont 1’objectif est d’augmenter les
connaissances des paneélistes pour devenir sujets experts capables de réaliser un
profil sensoriel. Un profil est obtenu en attribuant des scores a des descripteurs
sensoriels en fonction de I’intensité. Pour simplifier, les membres du panel
sensoriel se familiarisent avec le vocabulaire spécifique qui a été retenu pour
décrire les produits de la gamme étudiée. Ces descripteurs/ attributs sensoriels
sont calibrés en mesurant I’intensité de chacun des critéres avec un niveau de
performance proche a celui d’un instrument de mesure. L’établissement d’un
profil sensoriel, se fait par une attribution d’un coefficient a chaque descripteur
sensoriel en fonction de la perception du produit fini optimal désiré. Un panel
entrainé permet de Vérifier la conformité et la stabilité sensorielle des lots et de
détecter et mesurer I’impact d’un changement de formulation ou de procédé sur
les caractéristiques sensorielles d’un produit. Néanmaoins, 1’absence des standards
qui peuvent décrire le kombucha limitent la mise en place d’un panel sensoriel de

kombucha dans le court terme.

Les résultats des analyses sensorielles et métabolomiques peuvent rassembler les

données nécessaires pour mieux comprendre les différentes interactions
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microbiennes et métaboliques. L’exploration de ces interactions est une
perspective pour la poursuite des travaux initiés pendant ma thése. Pour ma thése,
les profils taxonomiques microbiens ont été générés par métagenomique ciblée
avec une approche par métabarcoding. Cette approche présente un certain nombre
de limites que je vais décrire ci-dessous. D’une part, il est assez difficile de faire
le lien entre les abondances relatives des amplicons générés par métabarcoding et
les abondances absolues des taxons dans un échantillon. Cela est dii au nombre
de copies variables des opérons codant les ARN ribosomaux et porteurs des
régions ciblées. Ce nombre de copies étant variable et imprédictible d’une souche
a I’autre de la méme espéce, les corrections des calculs d’abondances restent peu
fiables (Louca et al., 2018). Si les approches par métabarcoding sont pertinentes
pour détecter des changements dans les études comparatives, il est plus difficile
d’envisager leur utilisation dans une perspective de compréhension des
interactions, entre taxons et avec I'environnement et avec les compositions en
métabolites. L’utilisation des méthodes métagénomiques non ciblées, en
séguencage courte ou longue lecture, permettraient de résoudre ces limites. Elles
permettent également de détecter les proportions relatives et les variations entre
les taxons, qui ne peuvent pas étre évaluées si les taxons sont détectés avec des
marqueurs différents (en général pour les taxons appartenant a des domaines ou
des regnes différents) et dont les interactions sont essentielles au fonctionnement

des communautés.

D’autre part, une limite de I’approche par métabarcoding réside dans la résolution
taxonomique des OTU, au rang taxonomique espece pour les levures mais
seulement et au rang genre (et méme famille) pour les bactéries. En ayant recours
a des approches métagenomiques non ciblées, il est possible d’obtenir des
séquences qui peuvent étre assemblées et comparées aux génomes des bases de

données (De Filippis et al., 2018a ; Oulas et al., 2015), cette résolution pourrait
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donc étre améliorée et pourrait méme atteindre le rang taxonomique de la souche.
Nos analyses d’isolats de levures ayant montré quun méme SCOBY peut
contenir plusieurs souches de 1’espéce B. bruxellensis (chapitre 2), nous pourrions
préciser dans quelle mesure une telle diversité est présente pour d’autres taxons
des SCOBY. Enfin, dans le contexte des interactions microbiennes, il serait
possible de vérifier si les variations de compositions microbiennes concernent
également la composition en souches : lorsque 1’abondance d’une espéce fluctue
au cours des cycles successifs, est-ce la méme souche qui prédomine apres chaque
fluctuation ou des souches différentes, qui seraient plus aptes a résister aux
nouvelles conditions ? Une approche non ciblée en séquencage longues lectures
serait particulierement appropriée afin de pouvoir assembler des longs contigs
pouvant correspondre aux chromosomes des bactéries et des levures est d’estimer

le nombre de souches présentes pour une méme espece.

A défaut de pouvoir assembler des génomes complets, les données générées par
métagénomique non ciblée permettront non seulement d’étudier des
communautés de taxons, mais également des communautés de génes et
d’éléments génétiques tels que les plasmides et les prophages. La prédiction des
génes et leur annotation fonctionnelle permettent de connaitre les fonctions
potentielles présentes dans une communauté, telles que des voies de biosynthése,
des transporteurs ou la production d’antimicrobiens. La distribution de ces
fonctions dans les taxons présents permettra également de prédire leur implication
potentielle dans des interactions. Cette analyse pourra étre complétee par un suivi
des fluctuations éventuelles des fonctions, si elles suivent celles des abondances
en taxons et si elles sont associées a des enrichissements en groupes de génes
caractéristiques ou de voies métaboliques potentielles particulieres. Ces données
permettront également de fournir de nouvelles informations sur les génomes des

taxons identifiés, par exemple d’élargir les répertoires de genes constituant les
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pangénomes. Ce type d'approche a déja été décrit pour des SCOBY de kombucha
et a permis de caractériser les génomes des seuls taxons présents dans ces SCOBY
dont la composition nous semble cependant atypique, avec les seules espéces
Zygosaccharomyces bailii et Komagataeibacter rhaeticus, de levure et bactérie,

respectivement (Arikan et al., 2020).

Comme il n’est pas clair si une fonction peut étre assurée, méme quand elle est
présente dans les génomes et éventuellement enrichie dans les communautés de
genes, une analyse exhaustive des produits des genes peut rassembler des données
supplémentaires pour mieux comprendre les interactions microbiennes. Ainsi, le
métatranscriptome peut étre analysé, en utilisant des approches de RNAseq (De
Filippis et al., 2018a). Ce métatranscriptome refléte I’activité des taxons, d’ou la
possibilité de différencier les micro-organismes métaboliquement actifs et
passifs, notamment dans des conditions différentes (Wolfe et al. 2014) et son
analyse permet également d’améliorer la résolution d’une communauté au niveau
souche. En perspective de poursuivre les travaux initiés dans la thése, cette
approche métatranscriptomique serait particulierement intéressante pour étudier
I’aspect fondamental de la cinétique d’assemblage d’une communauté
microbienne. En effet, lorsque nous avons reconstitué des SCOBY a partir des
starters conservés dans différentes conditions, nous avons remarqué que les
prédominances des taxons ne sont pas les mémes selon les conditions de
conservation, avec notamment une prédominance de S. cerevisiae pour les
conditions -20°C et -40°C, corrélée a une tres faible proportion de B. bruxellensis
dans les cycles ultérieurs. Une comparaison des cinétiques d’expression pourrait
permettre d’établir s'il y a une succession différente de I’activité des taxons, selon

les conditions de conservation des starters, et quels types de genes sont concernés.
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Lorsque nous avons mis en évidence les variations de composition microbienne,
entre SCOBY naturels différents et entre les cycles d’'un méme SCOBY naturel
initial, un questionnement que nous n’avons pu résoudre est celui des taxons qui
deviennent soudainement abondants, alors qu’ils n’étaient pas détectés lors des
cycles précédents. Etaient-ils présents a bas bruit dans les SCOBY, mais avec une
abondance trop faible pour étre détectés ? Et ont-ils pu devenir prépondérants a
I’occasion de changements de conditions, ou s’il s’agit de contaminations
microbiennes ? Afin que ce questionnement ne vienne pas interférer avec les
expériences de cinétiques d’assemblage des SCOBY que nous souhaiterions
développer, ces expériences pourraient étre conduites avec des starters définis,
constitués de co-cultures dont la composition est connue. La collection d’isolats
décrite au chapitre 2, ainsi que le souchier de 1’espéce B. bruxellensis disponible
au laboratoire, permettraient de développer ces SCOBY de kombucha
synthétiques qui ont été déja décrits dans certaines études (Huang et al., 2022 ;
Savary et al., 2021 ; Tran et al., 2022a). Cependant, il ne s’agirait pas ici
d’effectuer une stratégie de réduction de la complexité, visées par ces études, mais
de disposer de systemes bien définis de par leurs contenus en multiples taxons
voire en multiples souches de chaque taxon. Une premiere étape constituer ces
systemes, sera le choix des souches a mélanger et leurs proportions initiales, qui
pourra se faire en fonction des résultats apportés par les analyses de
métagénomiques non ciblées. L’étape suivante consistera a vérifier la stabilité de
ces systemes définis, au cours de back-slopping successifs et s’ils présentent des
variations, de les comparer ces profils de variation a ceux des SCOBY naturels.
Ces communautés synthétiques seraient ainsi des modéles de choix et pourraient
étre confectionnés a fagcon pour comprendre les interactions entre les taxons en
les analysant par les approches métagénomique, meétatranscriptomique et
métabolomiques proposees ci-dessus, sans oublier 1’évaluation des propriétés

sensorielles de kombuchas issus de leurs activités.
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Publication en cours de rédaction :

Diversity in the microbial communities involved in kombucha fermentations
performed with SCOBY from different origins.

Ben Saad E, Bleykasten-Grosshans C, Friedrich A, Schacherer J.

Evolution in the microbial composition of kombucha SCOBY's along successive

back-slopping

Ben Saad E, Friedrich A, Schacherer J, Bleykasten-Grosshans C.
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Activites chez le producteur de kombucha BioBrasseurs

En 2016, j’ai participé a I’installation de 1’unité de production de kombucha de la
société BioBrasseurs. Un lien a été gardé pour permettre de valoriser mes
compétences acquises au sein de I’entreprise et de réfléchir aux futurs possibilités
de développements. C’est dans ce contexte que ma convention de thése CIFRE a
été mise en place, avec une répartition du temps de travail estimée a 70 % du
temps au sein de 1’équipe Haploteam et 30 % de temps au sein de 1’entreprise.
Ainsi, pendant mes 3.5 ans de thése, une journée par semaine a été dédiée a mes
activités chez BioBrasseurs. Mon activité principale est de veiller au bon
déroulement des fermentations, dans des conditions appliquant les bonnes
pratiques de fabrication et d’hygiéne. J’ai mis en place le systéme de contrdle en
interne des parametres physico-chimiques (mesures du pH, du degré de Brix et du
taux d’éthanol). J’ai défini la fréquence des prélévements et j’ai mis en place le
systéeme documentaire qui assure la tracabilité de la production et la mise en place
des actions correctives face a des non-conformités. Et j’ai formé les agents
Brasseurs a I’obligation du respect des regles d’hygiéne en manipulant le SCOBY
et I’importance de la séparation des SCOBY pour grader la tracabilité

BioBrasseurs doit faire appel a des laboratoires externes accrédités, afin de valider
ces controles réalisés en interne et d’assurer la conformité et la sécurité des
produits finis commercialisés (conformité législative d’une boisson nonalcoolisée
avec une teneur en éthanol inférieure a 1.2 % v/v ; recherche des pathogénes
alimentaires). Les analyses des prélévements faits sur la ligne de production pour
tester l’efficacit¢é du systéeme de nettoyage et de désinfection, ainsi la
détermination des valeurs nutritionnelles pour les nouvelles recettes sont
¢galement traitées en externe. Pour mener ces analyses, j’assure la gestion et

I’envoi des prélévements, I’archivage des résultats .
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Le systéme d’archivage et de suivi documentaire que j’ai mis en place est
indispensable lors des audits, dont ceux réalisés par 1’organisme certificateur

ECOCERT passant notamment un test de tracabilité ascendante et descendante.

Mon implication dans le démarrage de la brasserie m’a permis de participer a la
résolution des problématiques liées a des outils et matériels de production en
collaboration avec 1’équipe de production gérée par Mr COUROT. Mon rdle est
de chercher les causes potentielles, de proposer un plan d’action et de mettre en

place un plan de contréle.

Dans le cadre de travaux de recherche pour la these, afin d’étudier la composition
des communautés microbiennes sur le site de production, j’ai mis en place une
démarche de prélevement systématique a partir des différentes cuves de
fermentation. L’agent brasseur a été formé sur I’importance de ces prélevements
et de la modalité d’échantillonnage pour qu’ils soient les plus représentatifs de la
communauté impliquée dans le brassin. Les outils de prélévement ont été mis a
disposition (des bocaux de 400 ml nettoyés et couverts, des pipettes, des tubes
falcons pour le transfert). L'étiquetage et la formalisation de tous les
renseignements ont été assurés pour la tracabilité et pour la disponibilité des

données lors des analyses.
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Résumé

Elucider les interactions entre les espéces d’une niche écologique est une thématique
majeure en biologie. Grace aux avancées technologiques des méthodes de séquencage
haut débit, cette thématique connait un essor considérable dans le contexte des
communautés microbiennes. Elles permettent d’identifier les taxons présents, de
connaitre leurs abondances et de mesurer I’impact des conditions environnementales,
avec une tres grande précision. Les communautés microbiennes appelées SCOBY
(Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) ont représenté les modeles d’étude de ma
these. Ces communautés de levures et de bactéries, dispersées entre une phase liquide et
un biofilm de cellulose bactérienne, permettent d’élaborer le kombucha, une boisson
fermentée ancestrale, pétillante et acidulée. Dans un premier temps, la caractérisation par
métabarcoding d’une collection de 18 SCOBY d’origines variées a constitué une
ressource pour décrire la diversité taxonomique de ces communautés. Dans un second
temps, des séries temporelles, au laboratoire et en brasserie, ont permis de caractériser
leur stabilité au cours des fermentations successives.

Mots-clé : fermentation, kombucha, métagénomique, diversité taxonomique, SCOBY,
microbiologie.

Abstract

Elucidating the interactions between the species of an ecological niche is a major theme
in biology. Thanks to the recent advances in high-throughput sequencing methods, this
theme is experiencing considerable growth in the context of microbial communities. They
make it possible to identify the taxa present, to assess their abundance, and to measure
the impact of environmental conditions, with great precision. The microbial communities
called SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) represented the models of my
thesis. These communities of yeasts and bacteria, dispersed between a liquid phase and a
biofilm of bacterial cellulose, are involved in kombucha production, an ancestral
fermented soft drink. First, the characterization by metabarcoding of a collection of 18
SCOBYs of various origins constituted a resource to describe the taxonomic diversity of
these communities. Secondly, the study of time series, in the laboratory and in the
brewery, made it possible to characterize their stability during successive fermentations.

Keywords: fermentation, kombucha, metagenomics, taxonomic diversity, SCOBY,
microbiology.



