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Le golt moisi-terreux du vin : Contribution a la caractérisation
cinétique et métabolique des moisissures associéese défaut

organoleptique
Résumé

Certains microorganismes qui coexistent sur la ejgpeuvent avoir des effets
bénéfiques sur la qualité du vin alors que d'aupresvent étre a l'origine de déviations
organoleptiques. Dans la derniére décennie, dawsrsdis régions viticoles de France,
plusieurs odeurs de moisi ou de terre ont été mése®vidence. La (-)-géosmine a été
considérée comme étant le principal composé regptmgle ce défaut. Des moisissures
commeBotrytis cinereaet d’autres appartenant au geRemicillium ont été souvent isolées a
partir des raisins présentant I'odeur « moisi-iesee». Les effets de cette molécule sur la
qualité des vins a motivé notre étude sur la caraettion des moisissures responsables de ce
défaut organoleptique.

A partir d'échantillons prélevés en 2007 en Boungogon a identifié, par des
méthodes morphologiques et moléculaires, les nsnies présentes sur les raisins, Une
souche déPenicilium expansuni25.03) et deux souches Betrytis cinerea(BC1 et BC2)
ont été sélectionnées. Sur baies de raisin, ladatidin d’'un modéle prédictif des effets
combinés de la température et de I'activité deul'sar la croissance des champignons, a pu
étre mise en ceuvre. Elle a montré, sur de largesngs de T°C et dia que les modeles
cardinaux avec inflexion peuvent étre validés sardroduits agro-alimentaires en utilisant le
gamma concept. L'étude de I'effet du cuivre sutalex de croissance radiale et le temps de
latence des moisissures, a été entreprise afin idaxncomprendre les mécanismes de
résistance au cuivre des champignons et d’en dedigs résultats pour une meilleure
efficacité des fongicides. Les moisissures testéesnontré une grande tolérance au cuivre,
jusqu’a 4,7 mM poulP. expansunet jusqu’'a 8, 2 mM et 7,3 mM respectivement pBur
cinereg BC1 et BC2. L'étude des effets combinés des tasteenvironnementaux et
nutritionnels (T°C, C@ Cu"?) sur la production de géosmine fgarexpansuma conduit &
définir les conditions minimisant la production gieosmine. Ainsi, on a pu déterminer que le
cuivre (composant actif de nombreux fongicides) wstfacteur clé dans la production de

géosmine palP. expansum

Mots clés : Botrytis cinerea Penicillium expansummoisissure, cuivre, raisins, mycologie
prévisionnelle.



Earthy-musty taste of wine : Contribution to kinetic and
metabolic caracterisation of fungal flora of grapesassociated to

this organoleptic deviation

Abstract
Some microorganisms that co-exist on the grapeniag have beneficial effects on

the quality of wine whereas others may be at tlgiroof organoleptic deviations. In the last
decade, several mouldy or earthy odors have begidgited in various wine regions from
France. (-)-geosmin was found to be the major cam@aesponsible for this deviation, along
with Botrytis cinereaand fungi belonging to the genBenicillium, since they were frequently
isolated from “earthy-musty” odor grapes. The ektehdamage on the quality of wines,
motivated our study on the caracterisation of grapéungi.

First of all, the microflora of grapes from Burgyndiineyards was identified
(morphological and molecular methods), from sampglesdevated in 2007. Aenicilium
expansumnstrain (25.03) and tw®otrytis cinereastrains (BC1 and BC2) were chosen for
further experiments. The validation of a predictivedel for the combined effect of
temperature and water activity, on the growth afgiuon grape berries, demonstrated that
cardinal models with inflexion can be validated amri-food products, over a wide range of
T°C and @, using the gamma concept. Further we were focuseéteomfluence of copper on
the lag time and radial growth rate of moulds idesrto better understand copper resistance
mechanisms of the fungi and the efficacity of fandgs. The moulds tested showed a great
copper tolerance, 4.7 mM f&. expansunand 8.2 and 7.3 mM fdB. cinereastrains, BC1
and BC2 respectively. These results motivated twdyson the influence of environmental
and nutritional factors (T°C, GOCU), using a Doehlert matrix, on geosmin productién o
the fungi testedCopper (the active component of the “Bordeaux metfjushowed to be a
key factor in the increase of geosmin productiofPbgxpansum

Keywords: Botrytis cinereaPenicillium expansupmmoulds, copper, wine grapes, predictive

mycology.
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INTRODUCTION GENERALE

Un grand intérét est porté aujourd’hui a la madtide la contamination des produits
alimentaires par les moisissures. Cela est cori§é&uUtapparition continue de nouveaux
produits et procédés de fabrication et de conservaPour assurer une sécurité alimentaire
qui réponde aux attentes des consommateurs, legeresatpremieres et les produits
alimentaires qui en sont issus, doivent alors mtésde plus faible niveau de ce type de
risque microbiologique.

Le développement des moisissures est engagé awemha@n 'on commence a voir
des hyphes, c’est a dire lorsque la phase de gatimindes spores fongiques est dépassée.
Afin de mieux appréhender le développement desigsnies et ses conséquences, les études
doivent alors se centrer sur le controle de la @lisgermination des spores et ensuite sur la
maitrise de la phase de croissance mycéliennegmsaple de la production de métabolites
secondaires. Chacune de ces phases reste souspdaddece des effets de facteurs

environnementaux comme l'activité de I'eau, la ténagpure et le pH.

La mycologie prévisionnelle a pour but de prédeeléveloppement des moisissures
dans les produits alimentaires susceptibles d’étienisés (Dantignyet al, 2003). La
cinétique de développement de ces microorganissiesvaluée par I'élaboration de modeles

mathématiques.

Lorsque les moisissures se développent dans daditions favorables, elles
produisent une gamme large de métabolites secasgdgiarmi lesquels des métabolites
volatils (Turneret Aldridge, 1983). Les facteurs environnementauXaetomposition du
substrat de culture (température : Richard-Moltrdl., 1976 ; activité de I'eau : Gervais,
1990 ; nature des sources de carbone et d’azavag,Y1992 ; traces de métaux : Bjurnen
Kristensson, 1992 ; ...) qui influencent de maniengaligative et/ou quantitative le
développement des moisissures, ont en conséqueeseeffiets sur la production de
métabolites volatils (Larsest Frisvad, 1995).

Ces meétabolites volatils peuvent étre assimilédes ardmes « naturels » utilisés
comme additifs alimentaires (Janssehal, 1992), mais a l'inverse, ils peuvent étre sources
de déviations organoleptiques comme celles perdars I'eau (Gerbest Lechevalier, 1965)
ou dans le vin (La Guerche, 2004).
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Dans la derniére décennie, plusieurs odeurs dei moigle terre ont été mises en
évidence dans diverses régions viticoles de FrgBoedelais, Beaujolais, Val de Loire,
Bourgogne) et se sont traduites par des perteoatques. Plusieurs molécules responsables
de cette déviation organoleptique ont pu étre itiéaes (fenchol, fenchone, 2-
méthylisobornéol, géosmine, ...) (La Guereheal, 2006).

La (-)-géosmine est connue depuis longtemps conwiiaant de I'eau, issue de la
prolifération de bactéries filamenteuses (Gereetechevalier, 1965) ou d@enicillium
expansum(Mattheis et Roberts, 1992). Dans les vins, l'origine fongiqdes molécules
associées au godt moisi-terreux a été démontréei€¢bet al, 2000), mais seule la géosmine
s’est révélée non dégradée lors de la fermentatmoolique.

Parmi les moisissures retrouvées dans le vign®ua#ytis cinereaest I'une des plus
fréequentes. C’est un contaminant recherché (« fjorgmoble ») pour I'élaboration de raisins
« rbtis » destinés a la production des vins liqueyenais c’est aussi un agent pathogene de la
vigne, responsable de la « pourriture grise » etdymcteur de 2-méthylisoborneol. La
dégradation des baies de raisins par ce champidgnorjse l'installation secondaire d’autres

formes de pourriture, a I'origine de nouvelles déoins organoleptiques (La Guerche, 2004).

L'activité biocide du cuivre est connue depuisgtemps. La « Bouille Bordelaise »
(CuSQ + Ca(OH)), dans laquelle I'acidité du sulfate de cuivreresttralisée par de la chaux
éteinte, est un fongicide mis au point au débutadeses 1880 par Ulysse Gayon et Alexis
Millardet lors de leur collaboration pour protédes vignes du « mildiou »P{asmopara
viticola) ; il contient 20 % (m/m) de cuivre. Depuis cediate, le cuivre est entré dans la
composition de fongicides appartenant aux diveia®dles chimiques (sulfates, hydroxydes,
oxychlorures, ...).

Suite aux traitements préventifs de la vigne, lgsaux de cuivre peuvent atteindre de
fortes concentrations dans I'environnement des (@psiet al, 2001). Paradoxalement, cet
état favorise la prolifération et la persistancespleres du genrdeenicillium. Yamamotcet al
(1985), ont ainsi montré que le gemrenicillium était prédominant dans des sols pollués par
le cuivre. Or, il a été démontré que la productiengéosmine pdpP. expansunest stimulée
par la présence de cuivre (Diongilngram, 1994).

Des études préliminaires sur milieu modéle, enucedt pures et en co-cultures Ble
cinerea et P. expansumont confirmé que le 2-méthylisobornéol est prodpar les
moisissures du genigotrytis et que la géosmine est produite, entre autresP pakpansum

(Charpentieet al.,2006). Ces deux composés qui dérivent de la woimévalonate, sont des

12



terpénoides. lls sont considérés comme des métebaiecondaires, car leur niveau de
biosynthése n’est pas constant et varie selonffetsale facteurs biotiques ou abiotiques

conditionnant la croissance des moisissures im@égu

De ces constatations, a découlé I'étude des aspauétiques et métaboliques du
développement fongique de deux moisissures d’élbérae la vigne appartenant aux genres
Penicillium (P. expansuinet Botrytis (B. cinereg, soumises aux effets de différents facteurs

(température, activité de I'eau, teneur en cuiwren CQ dans I'ambiance.

Les résultats de ce travail sont présentés en quatparties :

Tout d'abord on a identifié, par des criteres molpdiques, les moisissures présentes
sur les raisins en Bourgogne. Une attention pditicia été attribuée aux espéces du genre
Penicillium, pour lequelles on a effectué une identificatioaléoulaire g tubuline). Une
souche déP. expansun{25.3) et deux souches &e cinerea(BC1 et BC2) ont été retenues
pour nos travaux de recherche.

Dans un deuxieme temps on a déterminé les valeudinales de température et
d'activité de I'eau dB. expansun25.3 etB. cinerea BC1 et BC2. Grace au gamma concept,
on a validé le modele prédictif pour I'effet combise la température et de l'activité de I'eau
sur la croissance de ces champignons sur baiesgiie. r

La troisieme partie de cette these déarftuence du cuivre sur le taux de croissance
radiale et le temps de latence BEe expansunet B. cinerea Cela, dans le but de mieux
comprendre les mécanismes de résistance au cudgecliampignons et l'efficacité des
fongicides.

Les résultats obtenus ont motivé, @asuite, une étude des effets combinés des
facteurs environnementaux et nutritionnels (T°C2GQi"?) sur la croissance, la sporulation
et la production de géosmine garexpansumUne matrice d’optimisation de Doehlert a été

choisie afin de déterminer les conditions minimaesproduction de géosmine.
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PARTIE 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
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1. 1. GENERALITES SUR LES MYCETES

Les Mycota ou vrais champignons se répartissentoén groupes (Whittaker, 1969).
Le premier groupe, les Eumyceétes, a nutrition fesogption, comprend selon la nature de
leur reproduction sexuée les classes des AsconsycBisidiomycetes et Zygomyceétes,
auxquelles sont associés les Deutéromyceétes, gesassdépourvues de phase sexuée connue
et ne se multipliant que de maniére végétative. gfoeipe englobe la totalité des espéces
filamenteuses contenant de la chitine dans leuoipainsi que toutes les espéeces
levuriformes. Le deuxieme groupe, les Straménopileesmprend des organismes
photosynthétiques et la classe des Oomycétes, rmtogynthétiques ; ces derniers
rassemblent des espéces filamenteuses dont la qartént principalement de la cellulose.
Le dernier groupe, les Myxomycétes, a nutrition paagocytose, plus hétérogene, est
constitué d'espéces caractérisées par une phastatwsg dépourvue de paroi squelettique.
Les champignons ne correspondent pas a un ensamimephylétigue. Le groupe des

hY

champignons a chitine, proche des Métazoaires,itad@né naissance aux plantes

vasculaires. Les champignons a cellulose seraipparantés aux Chromophytes (algues

brunes) et aux Diatomées (Giraud, 1998).

Les champignons sont constitués d'un thalle fildmen ou unicellulaire
(levuriforme). Ceux qui exhibent une forme sexuéet £onsidérés comme « parfaits », alors
que les autres sont dits « imparfaits ». Certagsggeces pratiquent une reproduction sexuée
occasionnelle, ce qui signifie que des périodesndtiplication asexuée sont interrompues
par des événements de recombinaison peu nombréwez (&s espéces levuriformes, la
multiplication végétative passe par un bourgeonmenahez les espéces filamenteuses, c'est
principalement par la production de spores asexu@edécouverte tardive du caractére sexué
de certains champignons a parfois conduit, en mat® contingences historiques, a une
double nomenclature correspondant a la forme parfai imparfaite de la moisissure
(Chereyathmanjiyil, 2001). Cependant, parmi lesnghignons se retrouvent un nombre

important d'agents phytopathogenes.
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1. 1. 1. Le genrePenicillium

Les Penicillium sont trés communs dans I'environnement ; ils antr ghabitat le sol
les denrées alimentaires, les matieres organiqueemposition, le compost, les céréales,
etc. Ce genre comprend entre 100 et 250 especeasorhedePenicillium est donné par la
forme de pinceau du conidiophore (du lggenicillug (Pitt et Hocking, 1999).

Diverses especes présentent un intérét économéiies, sont cultivées au niveau
industriel : pour la fabrication de fromagé&&eficillium roquefortij Penicillium camembery;
la production d’antibiotiques de type pénicilling®enicilium notatum Penicillium
chrysogenury de griséofulvine Renicillium griseofulvum ou d’acide gluconique
(Penicillium purpurogenuin Certaines especes peuvent produire des myce®xin

Les Penicillium, groupe de moisissures mitotiques (absence dedegtion sexuée),
appartiennent a la classe des Hyphomycetes (thialierement mycélien), et sont considérés
comme Deutéromycétes dungi imperfecti.De maniére inopinée, une reproduction sexuée
avec formation de spores différentes (ascosporss)parfois découverte chez certaines
especes: calenicillium sont alors re-classées dans les gehaggromycesou Eupenicillium
suivant les caracteres de la paroi ascocarpiqtte {Bv9).

Ces moisissures se multiplient généralement dearemégétative (conidiogénése) en
produisant sur des parties aériennes (conidiophates spores non sexuées (conidies) et
constituant, chez la plupart des espéces, un thealte(Dantignyet al, 2005a) (Figure 1).
Aspects des conidies et modalités de branchementcdridiophores sont des criteres
morphologiques utilisés en taxonomie. La propagaties conidies, produites en chaines a
partir de cellules appelées phialides est réalit¥es I'atmosphére ambiante (Bottenal,
1990). Dans des conditions favorables d’humiditéleetempérature, les conidies gonflent,
émettent des tubes germinatifs et ensuite du myoélisible.

Le genrePenicillium comprend quatre sous-genres, principalement eatiéondu
type de branchement du conidiophoréspergilloides, Penicillium, Biverticilliumet
Furcatum(Pitt et Hocking, 1999). La majorité dé2enicilliumisolés a partir des raisins font
partie du sous genkenicillium,donc ce groupe sera particulierement deécrit.

Les especes du sous-gerienicillium sont caractérisées par des moisissures au
conidiophore terverticillé et des colonies avec forée sporulation. Elles se développent a
des températures basses, sont résistantes a detescte I'eau et des valeurs de pH basses

(Pitt et Hocking, 1999) et 37 °C semble marquer une liraita croissance.
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Ce sous genre est constitué de plusieurs secéionfonction de leurs caractéres
phénotypiques : Sectio@oronata— série Olsonii ; SectioRoqueforti— série Roqueforti;
Section Chrysogena— série Chrysogena, Mononematosa, Aethiopica, Persicis®ction
Penicillium — sérieExpansa, Urticicolae, Claviformia, Italica, Gladigl SectionDigitata —
sérieDigitata ; SectionViridicata — sérieViridicata, Corymbifera, Verrucosa, Camemberti,
Solita.

Conidiophors

Conidies

Q 00 Myedlivm

Spore germés

- J

Figure 1.Cycle de vie d®. chrysogenund’aprés Dantignet al. (2005a)

1. 1. 1. 1.Penicillium expansum modéele d'étude

Penicillium expansunast connu en tant que producteur de la pourritosteprécolte
des pommes et cerises (Mattheifkoberts, 1992).

1.1. 1. 1. 1. Description morphologique

- colonies sur milieu CYA : 30-40 mm de diametraycélium blanc |égérement plissé, avec
des aires adjacentes floconneuses a veloutéeddjaganése modérée, spores de couleur vert
foncé ; exsudat clair a brun-orange pale, pigmehttde couleur caramel ; revers pale a brun
foncé, souvent avec des aires orange-brunatre ;

- colonies sur milieu MEA : 20-40 mm de diametrenycélium généralement lisse ;
conidiogenése habituellement intense, spores deent@wleur que sur CYA ou légerement
plus grises ; pigment soluble orange-brun ; repéts coloré par le pigment (Figure 2) ;

- les spores ont environ 5 um de diametre @Rittocking, 1999).
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1.1. 1. 1. 2. Physiologie, Habitat, Ecologie

- Aw : @y min = 0,82 - 0,83 (Misliveet Tuite, 1970) ;

-T°C:Tmin=%3°C, Tpt=% 25 °C, Thax=% 35 °C (Panasenko, 1967).

- niche écologique : les fruits du verger ; isalss sur fraises et tomates et d'autres especes
végétales, indiguant qu'il a un spectre large ;

- production de mycotoxines : dont la patulinet(Ri985 ; Pitiet Hocking, 1999).

Non libre de droit de diffusion

Figure 2. Penicilium expansumA-sur milieu PDA, B-sur milieu MEA et CYA, C-
conidiophore avec conidies, D-aspect de la contatioin sur pomme (source personnelle ;
www.mycobank.org)

1. 1. 2. Botrytis cinerea- modele d'étude

Botrytis cinereaest un champignon phytopathogene responsable deptaurriture
grise », une maladie cryptogamique qui pose dasigmes aux viticulteurs. Ce champignon
est également responsable de la « pourriture nolgjai permet d'obtenir certains vins
liquoreux. Le nom Botrytis cinerea Persoon désigne la forme asexuée (anamorphe)
Deutéromycete du champignon, tandis que la forxeése (téléomorphe) Ascomycéte est
appeléeBotryotinia fuckeliangde Bary) WhetzelBotrytis cinereaappartient a la classe des
Hyphomycetes (thalle entierement mycélien), a terdes Moniliales, et a la famille des
Moniliacées, etse développe sous la forme conidienne sur de to@sbreux végeétaux.
Comparativement au genPenicillium sp, dans le genre Botrytis, le conidiophore se pri&sen

sous forme d’'un arbre.
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1. 1. 2. 1. Description morphologique

- colonies sur milieu CYA et MEA : le mycélium caevtoute la boite de Petri, aspect
floconneux, mycélium blanc au départ devient grgria foncé au fur et a mesure qu’il y a
production de spores ; revers gris ; les sporesirapsentre 8 et 10 um de diamétre ;

- les spores ont entre 8 et 10 um de diametre ;

- les sclérotes :formés a partir du mycélium compact pour surviviex aconditions
hivernales ; petits, arrondis ou de forme ovala,£2mm de longueur, 1 a 3 mm de largeur
d'abord blancs, ils brunissent puis noircissentl@asuite ; leur surface est tres brillante et
marquée de fines ponctuations réguliéres ; ils uandl en production de conidiophores et
conidies (Pitet Hocking, 1999) (Figure 3).

1. 1. 2. 2. Physiologie, Habitat, Ecologie

- Aw : @ymin = 0,90 sur milieu a base de sucrose (Jarvis, 1977)

-T°C:Tmin=-2a5°C, 1= 22 a 25 °C, Tmax = 28 a 35 °C (Domsttal, 1980).

- niche écologique : il représente la cause la phportante de la pourriture des raisins avant
vendanges et pendant le stockage ; il produit daggurriture des fruits du verger ;

- pas de production de mycotoxines (BttHocking, 1999).

Non libre de droit de diffusion

Figure 3. Botrytis cinerea A, B-mycélium et sclérotes, C-conidiophore aveaidies, D-
aspect de la contamination sur raiswgny.mycobank.or
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1. 1l. METABOLITES VOLATILS PRODUITS PAR LES MOISIS SURES

Les moisissures sont connues comme productricege djamme large de métabolites
secondaires parmi lesquels des métabolites voldlilsner et Aldridge, 1983). Ces
métabolites peuvent avoir des effets plus ou maiésirés, dans les aliments ou
I'environnement.

La production des métabolites peut servir a :

- l'identification des moisissures par chimiotaxonerfVerscheuret al, 2002) ;
- la détection de la croissance fongique (Abrametaal, 1980) ;
- I'étude sur les déviations organoleptiques aperglams I'eau (Gerbat Lechevalier,

1965) ou dans le vin (La Guerche, 2004) ;

-la production des ardmes naturels comme addiiifseaitaires (Janssepsal, 1992) ;
- I'étude des effets de métabolites sur d’autreganiganismes (Lanciotét Guerzoni,
1993).

Les facteurs environnementaux et la compositionsdbstrat semblent avoir une
grande influence sur la nature qualitative et gtetite des métabolites volatils et donc sur
'odeur (Larsenet Frisvad, 1995). L’'activité de l'eau (Gervais, 1990a température
(Richard-Molardet al., 1976), les sources de carbone et azote (Yong, 18%2)lifférentes
traces des métaux (Bjurmaat Kristensson, 1992), ce sont des facteurs qui jouanréle
important dans la production des métabolites Mslati

Les principaux métabolites volatils produits pas teoisissures du genRenicillium
ce sont des alcools, des cétones, des esterss etat®terpenes et sesquiterpenes (Lagsen
Frisvad, 1995) (Tableau 1).

1. Il. 1. Composés organiques volatils (COV) a odedongique, moisie et/ou terreuse

dans les vins

Depuis plusieurs années, les producteurs de vin abgervé des déviations
organoleptiques qui correspondent aux odeurs dmmigaon, de moisi, de camphré ou de
terre. Ce phénomeéne n’est pas di a un problémeodehbns contaminés par divers
microorganismes, ou a une hygiene déficiente dasschais. Il est lié & la présence de

microorganismes sur les raisins et a leur prodonat®m métabolites volatils.
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Tableau 1.Différents types de métabolites volatils produds Penicillium,
d’aprées LarsertFrisvad (1995), Mattheist Roberts (1992)

Alcools et Cétones Fungi
[-octen-3-ol P. camemberti, P. chrysogenum, P. commune, Pldrico
3-octén-2-one P. decumbens
3-octanone P. aurantiogriseum, P. discolour, P. echinulatumfrgii
6-méthyl-5-hepténe-2-one P. vulpinum
2-octanone P. coprophilum
3-octanol P. camemberti, P. chrysogenum, P. commune, Pldrico
3,4-diméthyl-2-héxanone | P. coprophilum
2-nonanone P. olsonii

Esters Fungi

acétate d'éthyle . aethiopicum, P. atramentosum, P. brasilianungdmemberti

acétate d'isopropyle . brevicompactum, P. digitatum
isobutanoate de méthyle . atramentosum
propanoate d’'éthyle . crustosum, P. digitatum, P. griseofulvum

acétate d'isobutyle . aethiopicum, P. atramentosum, P. brasilianungdmemberti

T U U U TV T

isopentanoate de méthyle| P. coprobium, P. coprophilum, P. glandicola, P. purogenum

Monoterpénes Fungi

citronellene P. clavigerum, P. formosanum, P. italicum, P. pasase

B-myrcene P. roqueforti, P. vulpinum, P. brasilianum

limonéne P. brasilianum, P. hirsutum var. venetum, P. olsoni

linalool P. italicum, P. roqueforti, P. decumbens

2-méthylisoborneol P. camemberti, P. commune, P. crustosum, P. disgdf polonicum
Sesquiterpénes Fungi

géosmine P. expansum, P. roqueforti, P. clavigerum, P. eglaitum,

cyperene P. glabrum, P. brasilianum

germacréne B P. glabrum

patchouléne P. roqueforti

B-cubébéne P. hirsutum var. albocoremium, P. allii

eremophiléne P. roqueforti

B-bisaboléne P. expansum, P. vulpinum

En fonction des situations géographiques ou de$esimies, certaines molécules
peuvent étre produites de fagon majoritaire. Il ged composés qui sont percus dans les
modts mais leur intensité peut étre affectée panddarmentation alcoolique (Tableau 2).
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Tableau 2.Les défauts organoleptiques dans le domaine Jen&ides molécules impliquées

Molécule Odeur Seull Rémanence au cours Références
olfactif de la vinification
dans le vin
(ng/l)
1-octen-3-ol Champignondé 20 000 Peu dégradé durant la *FA La Guerche, 2004
Paris
1-nonéne-3-one Champignon de 20 Apparition durant la FA La Guerche, 2004
Paris
1-octeén-3-one Champignon 30 Potentiellement dégradée La Guerche, 2004
frais durant la FA
Géosmine Moisi, Terreux 50 Aprés la FA Daregetl, 2000
2-méthylisoborneol Moisi, Terreux 55 Eliminé durémfA La Guerchet al,
2003
(+)-Fenchol Terreux 50 000 | A un niveau inférieur au | La Guercheet al,
(dans I'eau)| seuil olfactif 2006
(+)-Fenchone Terreux 500 000| A un niveau inférieur au | La Guercheet al,
(dans I'eau)| seuil olfactif 2006
2-méthoxy-3-isopropyl- Moisi 5 Rémanence partielle aprésAllen et al, 1991
pyrazine la FA
2,4,6-trichloroanisole Moisi 3 Aprés la FA Alvar&ndriguez
et al, 2002

*FA-Fermentation alcoolique

1. 11. 1. 1. Composés a odeur de champignon

Plusieurs alcools et cétones sont a l'origine dlmgdongiques : octane-1-ol, octane-2-
ol, octane-3-ol, 1-octene-3-ol, octane-3-one, &di€éne-3-ol, etc., (Hussat al, 2002 ; La
Guercheet al, 2006) (Figure 4).

Le composé a odeur fongique le plus connu estaoobhvec huit atomes de carbone,
le 1-octéne-3-ol, qui possede 'odeur caracténstiqu champignon de Paris. Ce composé est
formé a partir du clivage de I'acide linoléique palipoxygenase (Hussat al, 2002).

Des champignons appartenant aux gemesytis Aspergillusou Penicillium sont
capables de produire cette odeur (Schnétred, 1999). Parmi les espéces isolées des raisins
pourris appartenant aux différentes régions vidsodde FranceA. nigri, B. cinerea
Coniothyrium sp, P. brevicompactumet P. thomii ont produit 'odeur de champignon
(présence de 1l-octene-3-ol et 2-octene-3-one) slieunMalt Agar ou Jus de raisin (La
Guercheet al, 2006).

Ces composés présentent des seuils de percepifonariables situés entre le ng/L et
le pg/L (La Guerche, 2004).
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Figure 4. Composeés volatils a odeur de champignon, d’apaeSlierche (2004)

1. 1I. 1. 2. Composés a odeur moisie et/ou terreuse

Plusieurs molécules responsables d’odeurs moigms erreuses ont été décrites dans
la littérature. Parmi ces composés on peut citer digivés des pyrazines - 2-isobutyl-3-
methoxy pyrazine, des dérivés du fenchol - 2-éémgdhol ou des dérivés terpéniques tels que
la géosmine et le 2-méthylisobornéol (2-MIB) (Swial, 2005 ; Polalet al, 1978) (Figure
5). Ces composeés peuvent se retrouver dans lesrdaBou peuvent participer, d’'une maniere
positive ou non, au goUt des difféerents produis.géosmine apporte une note négative au
sucre et une contribution positive a la betterdxzeGuerche, 2004).

Parmi plusieurs moisissures isolées sur des rai®insris provenant des diverses
régions viticoles de France (Bordeaux, Beaujoldlsampagne et Bourgogne) aucune n’a été
détectée comme productrice de fenchol ou fenchomé&(iercheet al, 2006).

Des composeés tels que le 2, 4, 6-trichloroani€bBA) et le 2,3,4,6-tétrachloroanisole
(TeCA) présentent une odeur moisie. Le TCA a étidugé dans des bouchons de liege et
dans les vins obturés avec ces bouchons (Aehah, 1989).

Les principaux composés a odeur de terre sontreét®ylisoborneol (2-MIB) et la
géosmine. Ces composés ont fait I'objet de nomleedsudes car ce sont des métabolites
produits par des bactéries (actinomycetes), degesal(cyanobactéries) ou des champignons.
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lIs ont été identifiés dans les lacs et lors dewlsf organoleptiques de I'eau potable (Dueter
al., 1999). Des études ont montré que le blé ou kzfaee peuvent aussi étre pollués par le 2-
MIB ou la géosmine (Jelegt al, 2003 ; Luet al, 2003).

OH
OH
|
OH
@)

Géosmine 2-méthylisobornéol fenchone 2-éthylfenchol
OCH, OCHj
cl cl cl cl N o
=5 en
/ CHs
Cl N
cl cl CHs
2,4,6-trichloroanisole 2,3,4,6-tétrachloroanisole

2-méthoxy-3-isopropylpyrazine

Figure 5. Composeés volatils a odeur moisie et/ou terreuaprds La Guerche (2004)

Ces composés résistent a la plupart des traitemefiectués sur des eaux
contaminées, notamment aux oxydations chimiquetefbay et al, 1986). Le 2-MIB est
caractérisé par une odeur moisie, terreuse et g@mm@vec un seuil de perception assez bas
(10-15 ng/L dans l'eau, 55 ng/L dans le vin roud®trytis cinereaest connue comme
productrice de 2-MIB (Harrist al, 1986). Dans une solution modele, le 2-MIB estrdé€ a
80 % apres seulement 7 jours a 20 °C. Apres demaises de fermentation alcoolique, dans
un modt deSémillonbotrytisé, seulement 10 % de la concentrationaleitde 2-MIB est
retrouvée . Ce composé disparait pendant la featientalcoolique et donc il n'a pas d’effet
négatif sur la qualité aromatique du vin (La Guer@004 ; La Guerchet al, 2006).
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1.1l. 2. LA GEOSMINE

1. 1l. 2. 1. Caractéristiques générales

L’odeur terreuse, produite p&8treptomyces spa été identifiée pour la premiere fois a
la géosmine par Gerber et Lechevalier (1965). Li#t gwisi-terreux (GMT) des vins d( a la
géosmine est une déviation organoleptique rencdntepuis plusieurs années dans des
cépages tels que &auvignonle Cabernet]e Pinot noirou le Sémillon Le défaut terreux est
percu des le niveau de la grappe de raisins. @oure la géosmine aussi dans des modts
avant fermentation et sa présence est toujoursigssa la récolte de vendanges partiellement

touchées par la pourriture grise (Dargéetl, 2000).

D’un point de vue chimique, il s’agit d’'un sesquitene avec un poids moléculaire de
182 g/mol (Tableau 3). La molécule possede traibarges asymétriques et existe ainsi sous
deux formes énantioméres : (+)-géosmine et (-)1péus (Figure 6). La forme (-)-géosmine

est beaucoup plus odorante (La Guerche, 2004).

Tableau 3.Propriétés physico-chimiques de la géosmine

Propriétés chimiques

Formule brute ©H20
trans-1, 10-dimethyl-9-cis-decalol
Masse molaire 182,3025 £ 0,0114 g/mol

C:79,06%,H:12,16 %, O : 8,78 9
Propriétés physiques

o

T° fusion 78 °C

T° ébullition 270 °C
Solubilité 0,55 g/L, (25 °C)
Masse volumique 0,985 g/cin(20 °C)
Point d’éclair 104 °C

La (-)-géosmine présente un seuil de perceptiorabiar en fonction de la solution
dans laquelle elle se trouve : 10 ng/L dans I'&ung/L dans un vin blanc et 60 ng/L dans un
vin rouge. Ce composé a été retrouvé dans le viBatdeaux jusqu’a 250 ng/L (Darriet
al., 2000).
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Non libre de droit de diffusion

Figure 6. Structures énantioméres de la géosmine

L’odeur de terre peut étre masquée par d’autregoeés volatils, donc le flairage des
cultures (ou « sniffing ») n'est pas toujours s#fit (Larseret Frisvad, 1995). Une partie des
individus n’est pas sensible a cette molécule. tefisité du défaut diminue rapidement au
niveau du nez, mais le mauvais goQt persiste gabhsuche méme apres avoir craché le vin.
L’odeur de terre peut étre masquée dans les vomatiques.

Pour détecter et doser la géosmine on utilise dethades analytiques telles que la
Micro Extraction en Phase Solide (SPME) coupléa& chromatographie en phase gazeuse
(GC) couplée a la spectrométrie de masse (MS) (Dilimet Riboulet, 2004). Cette méthode
(SPME + GC-MS) a des limites de détection et dentjligation respectives de 5 et 10 ng/L.

La Guercheet al. (2006) ont étudié la dégradation des principauxnmases
responsables de I'odeur de terre. Seulement 20 gedemine est dégradée dans un modt de
Sémillon botrytisé, aprés deux semaines de fermentatioookdgie. Dans une solution
modele similaire au vin, 50 % de la géosmine aatispa 20°C apres 2 mois et a 10°C aprés
10 mois (Tableau 4). La transformation chimiquelalegéosmine donne comme résultat
I'argosmine, un produit moins odorant.

Une note de synthése du groupe de travail ONIVIR$udlet 2005, ainsi que la revue
publiée par I'Institut Francais de la Vigne et din\« Godts moisi-terreux : Origine et
moyens de lutte » récapitulent les principaux meyam prévention et de traitement du défaut
moisi-terreux dans le vignoble.

L’origine fongique de la géosmine oriente les mayele lutte préventive, vers les
techniques habituellement mises en ceuvre contygolariture grise : la réduction de la
vigueur, I'aération des grappes, 'amélioration ld&égrité des baies de raisins. Seule la
combinaison de plusieurs mesures prophylactiquesregune efficacité suffisante.

En ce qui concerne la lutte chimique, certains magnes de traitements ont donné
des bons résultats contBetrytis. L'emploi d’'un seul produit chimique par famille par an
est impératif. L'alternance pluriannuelle des faesilchimiques est fortement recommandée.
Parmi les produits chimiques homologués contredarniture grise on peut énumérer le

Geoxe, Teldor, Cantus ou le Sekoya, avec des reatiactives diverses (phénylpyrrole,
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hydroxyanilide, carboxamide, phényl-pyridylamine). I'heure actuelle, aucune matiére
active n’est homologuée pour limiter le développetazPenicillium

Une fois que la géosmine est présente dans I¢élimination peut se faire seulement
par fixation sur charbon ou des matiéres grasesss ces traitements ont des conséqguences

sur la qualité du vin.

Tableau 4.Caractérisation de la géosmine dans les vins

La (-)-géosmine Seuil de perception dg Propriétés physico-chimiques de la
la géosmine dans les géosmine

vins

- sensibilité a la chaleur ;

Terre moisie, ~ 50 ng/L - solubilité dans les graisses ;
betterave - dégradation en conditions acides : 50 %
de la géosmine est dégradée dans 8 mois
a 10 °C dans les vins

Apres pressurage et fermentation alcoolique, e nduge peut faire I'objet du
traitement au lait entier ou a I'huile raffinée apépins de raisins. Ces traitements assurent
une diminution d’environ 70 % de la géosmine. Ehats de ces produits utilisés dans le
cadre expérimental, tout autre produit est interdit

Sur les vins blancs, I'adjonction de charbon oayiglee peut permettre une diminution
de 90 % de la géosmine. Cependant, l'utilisatiorcdarbon pour les traitements des godts
moisi-terreux, n'est autorisée par la DGCCRF quesda cadre expérimental et doit étre
déclarée. La géosmine peut résister aux traitengamgentionnels des eaux, aux traitements
physiques tels que l'adsorption sur charbon aciif,chimiques tels que la chloration et
l'ozonation. Les traitements par électrochimie eéeméentt une alternative nouvelle pour le

traitement des eaux usées contaminées par la géo¢hnet al, 2010).

1. 11. 2. 2. Voie de biosynthese de la géosmine

La géosmine est un sesquiterpéne issu de la veiesderénoides (Figure 7). Plusieurs
microorganismes (bactéries, algues, champignomg)cspables de produire ce composé. Le

précurseur le plus important dans la biosynthésentigtabolites volatils est I'acétate, présent
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dans les cellules sous forme d'acétyl coenzyme Argvheureet al, 2002). La voie de
biosynthése de la géosmine ainsi que les facteuirsnterviennent, ne sont pas encore
parfaitement connus.

Les terpenes constituent un groupe d’environ 20dad0poses avec une gamme large
des fonctions biologiques : pigments, hormonesbitigues, etc., (Davist Croteau, 2000).
Les terpenes synthases peuvent étre classées an,mesqui- ou diterpénes synthases, en
ayant comme réle la catalyse de la cyclisation é@amgyl diphosphate (GPPdL farnésyl
diphosphate (FPP,:€) ou géranyl géranyl diphosphate (GGPRy).C

Les sesquiterpénes synthases impliqguées dans lisatigm du farnésyl diphosphate,
ont un poids moléculaire compris entre 40 et 65 kDatilisent le MG* comme cofacteur
(Aggeret al, 2008). La farnésyl diphosphate synthase (FPS jourdle important dans les
cellules eucaryotes et procaryotes. Elle catalgsshdensation consécutive du dimethylallyl
diphosphate (DMAPP) ou du géranyl diphosphate (GREg 'isopentényl diphosphate pour
produire le farnésyl diphosphate (FPP). Le FPHeestirrefour dans la voie de biosynthése
des isoprénoides.

CoA : Coenzyme A
MWV A : acide mévalonique
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Figure 7. Voie de biosynthése de la géosmine d’aprés Gan&att (2003), Lamket al.
(2003), Shulzt al.(2004)

1.11. 2. 2. 1. Les terpénes synthases chez les téaies

La géosmine est produite par les bactéries filamees du genrBtreptomyceslans
I'eau. Depuis longtemps, de nombreuses étudest@mrff@ctuées, au niveau moléculaire, afin

de comprendre les mécanismes de production de geogar les bactéries.
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Chez Steptomycesoelicolor un géne appelé Sco6078/¢2 a été identifie. Ce géne
code pour une sesquiterpene synthase a deux dan{@@ aa) dont un seul (N-terminal, 366
aa) est nécessaire pour la biosynthése de la géegrar I'intermédiaire du germacra-1 (10)
E, 5E-dien-11-ol (Canet Watt, 2003, Gustt al, 2003).

La séquence protéique de cette sésquiterpéne sgnifgermacradienol synthase)
présente des similitudes avec la pentalénene sattheStreptomyces spJC5319, qui est
impliquée dans la cyclisation du FPP en 3-pentalémi présence de KigLe 3-pentalénéne
est le précurseur des antibiotiques de la classpelgalénolactones.

Caneet Watt proposent en 2003 un mécanisme de convedsiogermacradiénol en
géosmine, alors que les génes impligués dans cetteersion n‘ont pas encore été
entierement identifiés (Figure 8). Il semble que geénes ne se retrouvent pas proches du

gene Sco6073 mais qu’ils peuvent étre disperséde stiromosome d8. coelicolor
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Figure 8. A-cyclisation du FPP catalysée par la sesquitermthase d8. coelicolor B-
mécanisme de conversion du germacradienol en gaesdiapres Canet Watt (2003)

Des études ont été menées pour étudier la transfiemdu germacradienol en
géosmine dans des conditions « in vitro ». SeulérBea 15 % de géosmine est formée a
partir de la quantité totale des terpenes (Jien@l, 2007). Cela nous fait supposer que

d’autres facteurs sont impliqués dans cette syatHéas et Cane (2009) ont isolé a partir 8e
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coelicolor et S. albidoflavusla sesquiterpéne albaflavénone présentant une atiederre
camphrée.

1.11. 2. 2. 2. Les terpénes synthases chez les sigsures

En 1993, Proctoet Hohn ont mis en évidence chegnicllium roquefortile genearil
qui code pour l'aristolochéne synthase. Le prodaityclisation, la (+)-aristolochene, est un
précurseur dans la voie de biosynthése des segmuritéades, notamment des toxines telles
gue la PR-toxine produite pBr roqueforti Dans le but de mieux connaitre le fonctionnement
des terpénes synthases des moisissures, la strumistalline de I'aristolochéne synthase
ainsi que le mécanisme de production, ont été mtés (Carutherst al.,2000) (Figure 9).

L’expression du géne a lieu en phase stationnareraissance de. roquefortii dans
le méme temps que la production de la PR-toxirlkesemble que sa transcription est régulée.
Ce géene contient deux introns et il existe dans sm@e copie dans le génome He
roquefortii. L'aristolochene synthase ne contient pas la régipV, L)XDDXXD présente
dans toutes les FPP synthases, mais une autrenséq¢DDXXE. Cette séquence semble
étre impliquée dans la liaison catalytique des wm#id* (Proctoret Hohn, 1993).

Malgré le peu de similarit¢ au niveau de la ségeiemacléotidique, la structure
tridimensionnelle de [laristolochéne synthase BEe roquefortii présente beaucoup de
ressemblance avec la pentalénene synthaseStdsptomyces spUC5319 et la epi-
aristolochéne synthase tie tabacum Carutherset al, (2000) suggérent la divergence d’un
seul ancétre commun dans I'évolution des terpeyrebases.

Farnésyl diphosphate Germacréne A Eudesmane Aristolochéne

Figure 9. Aristolochéne - mécanisme chzroquefortj d’apres Carutherst al. (2000)

L’aristolochéne synthase Aspergillus terreus(320 aa) a été identifiée comme
enzyme de cyclisation du FPP conduisant a la foomatu germacréne A (Caret Kang,
2000). L'enzyme nécessite le M5 mM) en tant que cofacteur. Au niveau de la eéqa
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protéigue une région bien conservée (riche en tpara été mise en évidence, la région
LIDDVLE, qui correspond a la séquence (I,L3)DXX(D,E).

Entre les séquences protéiques de l'aristolockgnthase dA. terreuset celle deP.
roquefortiil y a 70 % d’identité avec des différences nataldans la partie N-terminal. La
comparaison de ces deux séquences suggere guwelieasn ancétre commun et les deux
introns ont été présents avant la divergence de demsx génes, pendant I'évolution
moléculaire (Canet Kang, 2000).

ChezTrichoderma harzianume genetri5 qui code pour la trichodiéne synthase (388
aa) est impliqguée dans la biosynthése des trichettes (Galloet al, 2004). Les
trichothécénes sont des sesquiterpénes, des nitdabsdcondaires toxiques, produits par
différentes moisissures. Cette enzyme cyclise B p&ur former le trichodiene, le précurseur
des trichothécénes.

La structure cristalline de la trichodiene synthdsEusarium sporotrichioidea aussi
été déterminée (Rynkiewia al, 2001). Dans ce cas, la voie de biosynthése qsieppar la
cyclisation du FPP pour obtenir comme produit fiaaioxine T2 (Gallcet al, 2004).

Certainement la cyclisation du FPP, pour formegéasmine ou d'autres terpenes,
chez les moisissures est au moins aussi complegechez les bactéries. L'hypothése de
I'existence de clusters avec des genes clés imtantedans la cyclisation du FPP et le

cytochrome o doit étre prise en compte dans I'étude sur la deibiosynthése.
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1. Il. 3. Microorganismes producteurs de géosmine

Les Actinomycetes sont les bactéries le plus sdudéarites comme productrices de
géosmine. Ces bactéries sont de fréquents cordatside I'eau potable, mais on les retrouve
aussi dans les sols. Plusieurs especeStEptomycesproductrices de géosmine, ont été
décrites :S. albidoflavus S. rishiriensis S. antibioticus S. aureofaciensS. coelicolor S.
hirsutus S. hygroscopicysS. murinus etc., (Dionigi, 1995 ; Scholleet al, 2002). Ces

mémes bactéries sont aussi capables de produterdihyl-isoborneol (2-MIB).

Les champignons se sont aussi révélés producteargédsmine.Chaetomium
globosumfut une des premieres espéces reconcmr@me productrice de ce composé.
(Kikuchi et al, 1983)

Par la suite, on a dénombré plusieurs espéecesqioegjicapables de synthétiser des
composés a odeur terreuBenicilliumest le genre le plus fréquement décrit comme capabl
de générer de la géosmineP: farinosum P. citrinum P. camembertiP. chrysogenum
(Pisarnitskiiet Egorov, 1988)P. expansunfMattheiset Roberts, 1992)P. aethiopicumP.
clavigerum P. crustosumP. diszcolor P. echinulatum P. formosanum, P. hirsutum var.
venetum, P. roqueforti var. carneyirarsenet Frisvad, 1995).

P. camemberti, P. commune, P. polonicum, P. solétim vulpinumpeuvent produire
du 2-MIB (Larseret Frisvad, 1995)

Lebrun-Doaré (2005), a mis en évidence par analyB8E, les microorganismes
présents sur différentes grappes altérées. La ati@ul de microorganismes differe
légérement d’une grappe a l'autre tandis que laudéerreux est toujours perdies souches
potentiellement productrices des défauts terreumt sgstématiquement présentes au sein de
la microflore du raisin sans forcément donner Beudéfaut dans le vin. Il existe d’'une part,
une concentration minimale en dessous de laqueltefaut n’est pas perceptible et d’autre
part, un état physiologique particulier des micgamismes qui permet la production de ces
molécules. Il apparait aussi que certaines conditenvironnementales favorisent d’'une part
le développement des souches et d’autre part, nthése des molécules (Lebrun-Doaré,
2005).

32



1. Il. 4. Facteurs influencant la production de gésmine

La présence des microorganismes ne suffit pas popliquer les défauts
organoleptiques dans les vins. Les facteurs emvénmentaux (activité de I'eau, pH,
composition atmosphérique, agitation et températiréa composition des substrats peuvent
avoir une influence sur la production des métabeslitolatils. Généralement les conditions
favorisant la croissance mycélienne, influencergitp@ment la production de métabolites
volatils mais ce n’est pas toujours le cas. Lescasude carbone et d’azote jouent un role
important dans la production des métabolites (\feseet al, 2002).

Une étude sur les métabolites volatils produits4¥asouches deenicilliuma mis en
évidence le fait que chaque souche est caractépaéeun profil unique d’environ 10
composes volatils. Le milieu SYES (Yeast ExtractrBse Agar) c’est avéré a étre le milieu
le plus favorable a la production de ces métalsopi rapport au milieu MEA (Malt Extract
Agar) et CYA (Czapek Yeast Autolysate Agar) (LarsehRrisvad, 1995).

Un des facteurs climatiques a prendre en compte @aproduction de géosmine par
les moisissures sont les précipitations. Ellesntréss conditions optimales du développement
de la moisissure (Lebrun-Doaré, 2005).

S. tendagroduit plus de biomasse et de géosmine a 30 &€ 48ur milieu CZA, qu’a
10 ou 20 °C, ce qui indique dans ce cas une relaidre la production de biomasse et la
production de géosmine (Dionigit Ingram, 1994). Chez cette méme espéce et &ez
albidoflavusla production de géosmine est stimulée lorsqumilieu est supplémenté avec du
sulfate de cuivre (Dionigi, 1995).

Penicillium expansumproduit plus de géosmine et moins de biomasse 4@andis
gu'a 20 °C la relation entre la quantité de biomastsde géosmine produite est inversée
(Dionigi et Ingram, 1994). Parmi plusieurs métaux ajoutés dansnilieu de culture
(magnésium, cobalt, nickel ou cuivre) seul le celimugmente la production de géosmine
(Dionigi et Champagne, 1996).

D’aprés La Guerche (2004, expansunproduit I'odeur de terre sur milieu MA (Malt
Agar) et sur milieu CZA (Czapek Agar). Cette masi® ne produit pas de géosmine sur baie
de raisin. Sur milieu MA, a 5 °C et apres 11 jodesculture, il y a plus de géosmine, 35
ng/boite, qu’'aux autres températures testées, 35t235 °C, respectivement 18, 9 et 2
ng/boite. En faisant varier le pH de 3 &7 expansunproduit de la géosmine sur milieu MA

a tous les pH testés mais pas sur milieu jus danral’ajout des polyphénols ou des
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anthocyanes, dans le jus de raisin, ne favorisasatl@ production de géosmine tandis que
I'acide linoléique a une influence positive. L'ajale 100 mg/L d’acide linoléique, favorise la
production de géosmine pRr expansunienviron 31 ng/boite).

Si la source d’azote du milieu CZA est modifiée lgaNH,", P. expansunproduit de
la géosmine. Les acides aminés tels que le glutamiata glutamine, en tant que source
d’azote dans le milieu CZA, favorisent aussi laduction de géosmine. Un jus de raisin élué
(élimination des polyphénoles ; dans lequel a gét@ de 'ammonium représente un milieu
favorable a la production de géosmine Paexpansunf20 ng/boite) en fonction de l'isolat.
Un mélange entre un jus de raisin témoin et und@gaisin percolé a montré qu’il y a
production de géosmine quand la proportion de ugaisin est inférieure ou égale a 10 %.

Dans le but de se rapprocher des conditions dagsiddles le défaut est produit, La
Guerche effectue des co-inoculationsBdeinerea(retrouveé systématiquement sur les raisins
a défauts terreux) d?. expansum cela sur grappe entiere, rafle et baie de ramsmec des
délais variables entre les deux inoculations. Aues couples formés entre les souches et les
délais d’inoculation n’ont permis la synthése desyéine que ce soit sur grappe, rafle ou baie
de raisin. Les seules conditions qui ont permisylathese ont été représentés par le jus de
raisin preinoculé aveB. cinerea; dées que 90% d’azote a été dégradé le jus e, fittoculé
avecP. expansunet supplémenté en NH La méme expérience effectuée sur broyat de baies
de raisins a permis la production de géosmind’paxpansuniLa Guerche, 2004).

Les travaux effectués entre I'Ensat, I'ltv-Frande, laboratoire Exact, la société
Intelli'oeno et Syngenta en 2005, ont mis en avamroduction de géosmine (de 184 a 265
ng/L) parP. expansunseul, sur grappes de raisins blessées artifinielte. Le lot témoin
contaminé aveB. cinerean’a pas présenté d’odeur de terre (www.vitisploera).

Vue la variété des souches présentes sur lesgaisgst possible que la géosmine ne
soit synthétisée par la moisissure, qu’'a partind’eertaine quantité de mycélium. Lebrun-
Doaré (2005) a montré que la production de géos#tiaié plus ou moins concomitante avec
la sporulation, donc I'état physiologique de la sig8ure peut jouer un role tres important.

Les facteurs influencant la production d’aristolec, le précurseur de la géosmine,
par P. roquefortii ont été étudiés par Demyttenaese al. (2002). P. roquefortii a une
production maximale de ce composé (40 ng/L) aprgsusks de culture sur milieu SAB
(Sabouraud Dextrose Agar), par rapport au milieuAMi PDA (Potato Dextrose Agar), ou
la production est moindre. Il semblerait qu'une raegtation du pH du milieu pourrait
augmenter la production de (+)-aristolochene. LedpHMEA et SAB se situe entre 5,4 et 5,6

mais I'enzyme a une activité maximale a un pH e®Beet 7,5.
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1. 1l. 5. La microflore de |la baie de raisin

La pellicule du raisin présente une microflore @ari(bactéries, levures et
moisissures). Les facteurs environnementaux ou rgpbgjues peuvent faire varier les
quantités de ces micro-organismes sur la pelliduleaisin. Une partie de cette microflore
participe aux étapes fermentaires du vin, mais rdesoorganismes peuvent produire des
composés organiques volatils, générant pour cesrtdies ardbmes apprécies et pour d’autres

des déviations organoleptiques, avec des moléawesil de perception tres bas.

Parmi les bactéries on peut citer des bactéridgyless, acétiqgues ou filamenteuses.
Gluconobactesp. se développe sur le raisin précédemment contapanBotrytis et conduit
a la pourriture aigre (Ribéreau-Gayenal, 2004). La Guerchet al. (2006) montre qu’en
dessous d’'un pH = 6, |&treptomycese se développent pas sur milieu malt ou jus dara
Cela exclut donc leur croissance dans le moat einle

Les levures retrouvées sur les raisins appartignaem genresSaccharomyces
Rhodotorula Kloeckera, Candida, PichigRibéreau-Gayoret al, 2004 ; Lebrun-Doaré,
2005).

Parmi les altérations dues aux moisissures, on rograale genreCladosporium
responsable d’une pourriture vert-olive (Nair, 15 cinereaproduit la pourriture grise des
raisins de cuve et de table. Suite a son développesur les feuilles, des taches brunes
peuvent étre observées (Ribéreau-Gagtaad,, 2004) (Figure 10).

Pourriture grise Pourriture bleue Pourriture verte-noire
Botrytis cinerea Penicillium sp. Cladosporium sp.

Figure 10. Différents types de pourritures retrouvées surrégsins, d'apres La Guerche
(2004)
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Botrytis cinereareprésente un des principaux problémes des \eiatd, il contamine
les raisins donc le vin et il produit des défautganoleptiques. Le genteenicillium fait
partie aussi des especes qui peuvent contamingaigss (La Guerchet al, 2006). B.
cinereaet P. expansunsont donc les moisissures les plus frequemmerduetes sur les
raisins.

En dehors des déviations organoleptiques qu’sles susceptibles de produire, une
attention particuliere doit étre accordée aux rmseigies car elles peuvent aussi étre

responsables de la production des mycotoxiresxpansunpeut produire de la patuline.

36



1. ll. METHODES D’IDENTIFICATION DES MOISISSURES

1. 1ll. 1. Méthodes d’identification conventionnelks

Traditionnellement, lidentification des moisisssirgepose sur |'observation de
criteres morphologiques (aspect macroscopique deélioyn et observation microscopique
des structures reproductrices) (RittHocking, 1999). Parmi les critéres macroscopigoes,
prend en compte la couleur, la texture et la taidela colonie sur différents milieux de
culture. Les colonies peuvent étre duveteuses.euals, cotonneuses, poudreuses ou
granuleuses. L’aspect peut étre plat ou pligghicillium sp). La taille des colonies est aussi
un important critére de distinction ; les colonfsuvent étre petites 5-6 cm de diameétre
(Aspergillus sp.Penicillium sp) ou envahissantes, 7-8 cm de diameB@triytis sp). L'aspect
des colonies dépend du milieu de culture.

Aprés étalement entre lame et lamelle, 'observatiocroscopique permet de mettre
en évidence le type et la taille des spores, lesmdvements du conidiophore. Les spores
peuvent étre unicellulaires et de petite taikesgergillus sp.Penicillium sp), bicellulaires
(Trichotecium sp, pluricellulaires a cloisons transversales egitudinales Alternaria sp)
ou incurvees et cloisonnées transversalenmtarggrium sp. (Pitt et Hocking, 1999).

Cette identification nécessite une expérience omée dans la taxonomie des

champignons et s’avere longue et fastidieuse.

La production de métabolites est un test compléamenta [identification
morphologique. Les tests biochimiques en galeries BioMérieux) ou « FF Microplates »
(BIOLOG) avec différents substrats carbonés a nofitady, peuvent aussi étre utilisés pour la
discrimination des champignons. Ces meéthodes nengiEmt pas une différentiation
suffisante et nécessitent souvent la confirmatindbautres méthodes. Ces derniéres années,

de nombreuses méthodes moléculaires ont été d@ésdsm@fin d’obtenir des résultats fiables.

1.11l. 2. Méthodes d’identification par biologie moléculaire

L’'analyse directe de séquences de I'ADN a permisldeeloppement de méthodes
d’identification faibles et spécifiques. Ces métb®dsont universellement applicables et
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permettent d’explorer le polymorphisme aux difféseniveaux (genre, espéce, souche). Ces
techniques sont rapides et présentent une bonnadregibilité.

Afin d’étre le plus discriminant possible, il estaessaire de choisir des régions cibles
d’ADN, comportant des séguences conservées chez l&sumicro-organismes, avec une
variabilité spécifique pour un genre ou une esp&ien que 'ADNr 18S présente ces
caractéristiques et permette de différencier demmglignons de groupes taxonomiques
différents, cette région ne semble pas appropriée pne bonne différenciation des especes
au sein du méme genre (Brugisal, 1991). La région ITS (Internal Transcribed Sppest
préférentiellement utilisée par les taxonomistearddentification des espéces fongiques
(Brunset al, 1991 ; Hibbetet al, 2005).

Plus réecemment, d’autres régions cibles ont étiséds pour une discrimination au
sein de genres tels qurenicillium ou Aspergillus(Samsoret al, 2004a) ; notamment des
séquences du gene de faubuline, riches en introns ou le taux de varigbisemble

approprié.
1. 11l. 2. 1. Généralités sur les tubulines
Les tubulines constituent une famille des protéinegalpha)-,p (beta)-,y (gamma)-,
o (delta)-,s (epsilon)-,C (zeta)- ety (eta)-tubulines (McKeast al, 2001). Les tubulineg et
B sont les plus répandues dans les cellules eueargat elles entrent dans la composition des
microtubules. Ensemble, elles ont une masse maligeulde 110 kDa. Les deux

hétérodimeres sont alignés avec une alternafigeour former des protofilaments (structures

de base des microtubules) (Figure 11).

Non libre de droit de diffusion

Figure 11.Structure d’'un microtubule
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Les microtubules sont impliqués dans la mitoseagtiggpent a la structure des cils et
des flagelles. Dans le compartiment cellulairexis& une série des fibres qui contribuent a la
forme et a la texture physique de la cellule, a@pelytosquelette. Parmi d’autres composeés,
celui-ci contient des microtubules. Les tubulingsptéines ubiquitaires de la cellule
eucaryote, sont impliquées dans la division calejda motilité flagellaire et le transport
intracellulaire des vésicules et des organites.

L’intérét porté a ces protéines est di a leur bétméité dans la cellule et dans

I'organisme, leur diversité étant liée aux diffé@esymodifications post-traductionnelles.

1. 1ll. 2. 1. 1. Identification des moisissures pales-tubulines

La tubuline est considérée un élément clé danmtesition des procaryotes vers les
eucaryotes (Wangt al, 1999). van den Emt al. (2001), ont mis en évidence un homologue
de la tubuline chez les bactéries, ce qui placggiize des tubulines avant la divergence des
procaryotes et eucaryotes. Cette ancienneté ndusuiaposer que le géene de la tubuline
présente beaucoup de séquences divergentes, dél éraissante variabilité sur une longue
période d’évolution. Mais cela n’est pas le casrdes tubulinest et car leur région N-
terminale est tres bien conservée (Litkeal, 1981). LesB-tubulines sont des marqueurs
d’espéce en bonne corrélation avec les caractééropypiques (Samsat al, 2004a).

Pour amplifier le gene de fatubuline, de nombreuses amorces sont disponilales d
la littérature. Glasst Donaldson (1995), ont construit plusieurs setsndi@es sur la base de
I'hybridation de 'ADN deNeurospora crass&t d’Aspergillus nidulansavec le génome de
différents Ascomycetes et Deutéromycétes. Les amsomnt pour but d’amplifier des
séquences qui contiennent plusieurs introns dassgdees conservés. Parmi les couples
d’amorces construits, seulement ceux provenantNederospora crassant amplifié des
séquences d’ADN chez les Ascomycetes et les Dautgreies. Parmi les genes cibles de
Neurospora crassachoisis pour I'hybridation, on note le gene d@-tabuline (Figure 12), a
partir du quel deux couples d’amorces ont été coitst

Btla 5’ TTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATG 3’

Btlb 5 GACGAGATCGTTCATGTTGAACTC 3
Bt2a 5' GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 3’
Bt2b 5 ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 3
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Le couple d’amorces Bt2a et Bt2b a été choisi pmtre identification car il permet,
par analyse phylogénétique, une bonne discriminatia genrePenicillium, sous genre

Penicillium (Samsoret al, 2004a).

Bt2a Btia
352 P 375 1298 P 1321

112 254 2717 448 487 680 1470 1921

""""""”"Q pR XXX "“
R ?.?.m};ﬁz

3s2 arr 553 607 824 ~a 847 1529 1812 —ag 1835
Bt2b Btib

Figure 12. Structure du géne de Ig-tubuline deNeurosporra crassautilisée pour la
recherche des amorces. Les segments rayés regréskest introns. Le couple Btla et Btlb
amplifient un fragment de 537 pb ; Bt2a et Bt2bfragment de 495 pb ; d’apres Glasts
Donaldson, (1995)
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1. IV. LE CUIVRE

Le carbone, I'oxygéne, I'hydrogene, I'azote et heétaux, en quantité beaucoup plus
faible que les éléments précédents, participemat structuration des organismes vivants. Le

cuivre est un élément essentiel pour tout étrentiiaest souvent présent dans les aliments.

1. 1V. 1. Le cuivre dans la vigne et le sol

Le cuivre a été majoritairement utilisé dans lagiture. Les premieres données sur
l'utilisation du cuivre en tant que fongicide ddtda 1761 : la croissance des moisissures a été
inhibée sur des graines aspergées avec une sotatidanant du cuivre (Borkoet Gabbay,
2005). Une grande découverte a été faite en 18&mhdylexis Millardet a inventé la
« Bouillie Bordelaise » (Ca(OR}* CuSQ), contre le « mildiou »Rlasmopara viticola Elle
contient 20 % de cuivre et on la dose généraleraptie 10 et 20 g/L. L'innoddé de ce
procdé fut démontée par Ulysse Gayon a la méme période. Peu de teqmgs aette
découverte la « Bouillie de Bourgogne » {8&; + CuSQ) analogue a la « Bouillie
Bordelaise », a fait son apparition (BorketGabay, 2005).

L'utilisation du cuivre pose des problémes en cé @pncerne l'effet négatif sur
I'environnement. Des fortes concentrations en @sant négatives pour le développement de
la vigne (Fleminget Trevors, 1989), pour le sol (PietrzakMcPhail, 2004) ou pour I'eau
(Caneet Watt, 2003) L'effet négatif du cuivre s'est élargi aussi adaté humaine (Arayat
al., 2003).

La culture de la vigne, en Europe centrale esteisbune tradition de plus de 2000
ans. La vigne, dont les fruits ne constituent pashburriture de base, est une culture
essentielle, le pilier de la vie rurale. Le traigrau cuivre peut avoir une double action sur
la vigne issue de porte-greffes d’origine amérieail permet a la fois de préserver la
substance vitale en formation (synthése des pegéinpartir d’acides aminés libres et de
composes azoteés) de la plante, tout en détruisarsplores de champignon (Lundsgaral,
2004).

Apres le traitement de la plante avec la « Bouilierdelaise », en fonction des
précipitations qui affectent les vignobles, unetipatle cuivre est lessivé et peut s’accumuler
dans le sol. Méme si dans la viticulture biologigueopéenne les fongicides chimiques ne
sont pas désirés, les produits a base de cuiweytel le Cu(OH) 3Cu(OH)-CuCh, CuSQ

41



et CyO, sont indispensables et restent utilisés & dessdamitées, 8 kg Girtha, quantité qui
devrait diminuer & 6 kg Gltha aprés quatre ans de culture (EC 473/2002 ; Keli al,
2010). I semble que le transport du cuivre pardemes, aux parties supérieures de la plante,

ne soit pas important (Bruet al, 2001).

La quantité de cuivre que I'on peut retrouver ses taisins ou sur les feuilles
représente le cuivre appliqué a une certaine p&riaggi n'a pas été lessivé par les
précipitations. Ces quantités dépendent surtoutainbre de traitements et de la fréquence
des précipitations. Les teneurs en cuivre, chepllages, sont en général comprises entre 2 et
20 mg/kg de matiére séche (Lundsgaatrcl, 2004). Le cuivre est assimilé sous forme de
Cu™.

Les baies de raisins contiennent moins de cuivregpgoort au reste de la plante. Cela
peut étre di a une plus petite surface de contat & « Bouillie Bordelaise ». Dans la
littérature, les données sur la quantité de cumaouvée sur les raisins ne sont pas
nombreuses. Sur des raisins italiens blancs, laerdration en cuivre peut s’élever a 7,54
ppm (mg/kg), tandis que sur des raisins rougesriaur en cuivre peut atteindre 11,32 ppm
(Garcia-Esparzat al, 2006). Les mémes expériences ont montré quenesits en cuivre de
vins italiens allaient de 0,71 mg/L pour les raaigel,01 mg/L pour les blancs.

En ce qui concerne le sol, l'efficacité des tragata au cuivre est de plus en plus
remise en question. Un des gros probléemes resteuraulation du cuivre dans le sol. S'il
faut tenir compte de la teneur en cuivre dans leasopdoit néanmoins considérer le type de
composés qui y sont formés par le cuivre. |l appapae le cuivre est présent : pour 25 % a
75 % sous forme de liaisons organiques ; pour 18 8 % sous forme de liaisons avec
'oxyde de manganése et I'oxyde de fer ; et poadr 10 % sous forme de liaisons siliceuses
(Lundsgaarcet al, 2004). La solubilité du cuivre dans le sol dépdagH. A un pH inférieur
a 6, le cuivre est plus soluble et peut migrer feiement : ce qui peut poser des problemes
au niveau des réseaux phréatiques (Adriano, 2091des pH supérieurs a 7, la matiere
organique du sol est plus soluble, donc le cuiveait fformer des complexes avec les
différents composeés présents (Aritsal, 2006). La solubilité dans le sol, des composés a
base de cuivre, décroit dans l'ordre : CyCO Cuw(OH),(CO3), (azurite) > Cu(OH) >
Cw(OH) > Cy(OH),COs (malachite) > CuO (tenorite) > Cufe, (ferrite cuprique). Dans le
sol, le sulfate de cuivre est trés soluble (Koméated, 2010). Parmi les formes chimiques du
cuivre, présentes dans le sol, lionCest le plus toxique, comparativement aux formes

Cu(OH)'/Cu(OHY (Devezet al, 2005). La teneur en cuivre, dans les sols nolugsl est en
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général de I'ordre de 30 mg/kg (Adriano, 2001). $/eette teneur peut atteindre 1000 mg/kg
dans les sols pollués (Tableau 5).

Tableau 5.Concentration en cuivre dans les sols de vigragrds Koméarekt al.(2010)

Pays Profondeur (cm) Cu (mg/kg) Méthode utilisée
Australie 0-1 9-249 15.5 M HNO
Australie 0-10 6-223 HNO+ HCI

Brésil 0-20 51-665 D, + HCIQ, + HF

Brésil 0-5 37-3216 HNO+ HCIO, + HF

Brésil 0-5 433-517 HNO+ HCIO, + HF
Bulgarie 0-10 72 HN@+ HCI

Canada 0-15 10-77 HNO

Croatie 0-20 105-553 HCIG HNO; + HCI + HF
Croatie 0-10 30-700 HNG- HCI

République Tcheque 0-20 20-168 , 0; + NQ, 400 °C + HNQ + HF

France 0-10 248-378 HCJ@ HF
France 0-15 14-251 HNG HCI
France 0-15 158 HNO- HCI
France 2-15 144 HCIOr HF
France 0-30 22-398 HCIG HF
France 5-10 232 HNO HCI + HF
France 0-10 17-34 HCIO, + HF
France 0-2 323 HF

France 0-10 15-430 HCI3 HF
France n.a. 32-184 HCIO, + HF

(1030¥

France 0-20 57-332 LiBO550 °C + HNQ
France 0-10 89-243 HNO

France 0-25 55-115 HCI3 HCI + HF
Georgia AB horizons 137-398 HN® HCI

Gréce 0-30 <157 HNO- HCI

Italie 0-15 50-300 HNO; + HCIO,

Italie 0-30 183 n.a.

Italie n.a. 215-372 HNO+ HCI

Italie 0-10 <945 HN@+ HCI

Italie n.a. 125-155 HNO; + HCIO,
Moldovie Surface < 250 n.a.

Nouvelle Zélande 0-10 4-259 (364 HNO; + HCI
Portugal 0-30 58-130 n.a.
Slovénie 0-20 163 n.a.
Slovénie 0-45 364 n.a.
Slovénie 0-20 65-99 HNG- HCI
Slovénie 0-20 87-120 HNG- HCI
Espagne 0-20 40-301 HN® HCI + HF
Espagne 0-20 179-549 HN® HCI + HF
Espagne 0-20 60-560 HN® HCI + HF
Espagne 0-20 35-550 HN® HCI + HF
Espagne 0-5 42-583 HN® HCI + HF
Espagne 0-20 79-130 HN® HCI + HF
Espagne 0-20 25-272 HN® HCI + HF
Espagne 0-20 61-434 HN® HCI + HF
Espagne 0-20 55-112 HN® HCI + HF
Espagne 0-10 125-603 HN® HCI + HF
Espagne 0-5 42-583 HN® HCI + HF
Espagne 0-20 38-63 HN® HCI
Suisse n.a. 58-489 2 M HNO

Thailande 0-10 115-238 Rayons X

3un vignoble nouvellement plant&pntamination localisée aux déversements occad®drdongicides Svaleurs approximatives estimées
a partir des figures“yigne dans I'ancien verger.
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En Australie, sur 14 parcelles de sol de vigneétesst8 ont présenté des concentrations
en cuivre supérieures aux concentrations autori&esg/kg), certaines allant méme jusqu’a
250 mg/kg de cuivre (Pietrzat McPhail, 2004).

Sur des échantillons de terre prélevés en Bourgegn2002, Paradt al. ont dosé le
cuivre jusqu’a 300 mg/kg de sol. La valeur maxintalérée par I'Union Européenne, pour
les terres agricoles, est de 150 mg de cuivre/kmaiere séche. Entre 50 et 150 mg/kg, la
situation est déja délicate, mais encore acceptabledsgaarcet al, 2004).

Le cuivre qui s’accumule au niveau du sol a destefSur la plante et sur la santé
humaine mais il ne faut pas oublier le but pountddl est utilisé ; son effet négatif sur le

développement des microorganismes et, plus padreahent, sur les moisissures de la vigne.

1. IV. 2. L'utilisation du cuivre contre les microorganismes

Dans I'Antiquité les Egyptiens utilisaient déjadeivre pour « stériliser » I'eau et les
plaies. Dans plusieurs domaines, on retroliaedition de cuivre afin d'empécher la

croissance microbienne.

La « Bouillie Bordelaise », produit phytosanitaitepuis 1880, est utilisée dans le but
de contréler principalement la maladie fongiquelal@igne due au ‘mildiou’Rlasmopara
viticola) (Figure 13). Le ‘mildiou’ est le nom francisé dexipression anglaise * mildew’, nom
génériqgue donné a une série de maladies cryptogamide nombreuses plantes. Sur les
feuilles tombées au soPRlasmopara viticolase maintient principalement sous forme
d’oospores.

Ces oospores arrivent a maturité durant le pringgengerment et émettent des

zoospores qui vont aller contaminer les jeunesnagae la vigne.

Non libre de droit de diffusion

Figure 13.Feuille de vigne parasitée par le mildiou
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Les données sur I'effet antifongique du cuivre sominbreuses dans la littérature. A
des concentrations supérieures a 0,4 ug/mL, lee@quinolinolate a une action fongicide
contre Aspergillus sp.qui cause des infections aux patients immunodéguessd’ou son
utilisation dans les hopitaux (Gershenal, 1989). Le cuivre est efficace aussi contre une
infection fongique des pieds appeléinea pedis> (causé généralement parcophytonsp.).
Cette infection est résistante au traitement et peuépandre sur d'autres parties du corps.
Des chaussettes imprégnées avec une solution de @duvent étre utiles dans le traitement
de cette infection (Zatco#t al, 2008).

Le cuivre est un des composés des surfaces del lana l'industrie agroalimentaire
car il empéche la croissance Salmonella entericat Campylobacter jejun{Faundezt al,
2004). Les systemes de distribution d’eau potabiegntiennent du cuivre ont un plus grand
potentiel de limitation de la croissanceldmgionnella pneumophilgue les tubages systémes
en alliage ferreux ou en plastiqgue (BorketGabbay, 2005). Si les composés antibactériens

sont mélangés avec du cuivre leur effet augmersted&al, 2003).

Le cuivre, a des concentrations de 0,16 mM a 1,6 peMt inactiver jusqu'a 50 %, le
virus de l'immunodéficience humaine (HIV-1). L'inaation passe par la dégradation de
’ARN. Afin que I'ARN du virus puisse étre attagpar le cuivre la capside doit d'abord étre
coupée. Des agents oxydants sont impliqués dahgiadation de la capside afin que I'ARN

soit dénaturé par le cuivre (BorkatvGabbay, 2005).

Le sulfate de cuivre est également utilisé pouoletrole des écumes d'algues dans les
étangs de ferme, les champs de riz, les canauigalion et de drainage, les rivieres, les lacs
et les piscines. Depuis 1838 il est efficace pagsegrver le bois. Le cuivre agit contre les

serpents dans les eaux a différents niveaux diaitéa{Borkowet Gabbay, 2005).

1. IV. 3. Facteurs qui peuvent influencer la biodigonibilité du cuivre

Avant de comprendre les mécanismes de toxicité wdurec sur la cellule, il faut
d’abord mentionner les facteurs qui peuvent infageria biodisponibilité du cuivre. Gadd

Griffiths (1978) ont mis en évidence les facteuts peuvent influencer la toxicité des
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métaux. Dans le sol, le métal peut étre lié a difiess composés tels que I'acide humique ou
I'argile. Cet état peut diminuer la toxicité du rlét

Des composeés tels que le citrate, la cystéine|ut@amate ou 'EDTA peuvent aussi
diminuer les effets toxiques d’'un métal, quandsitst ajoutés a un milieu de culture. En
présence du citratéerobacter aerogenes pu se développer a 200 ppm de cadmium, tandis
gu’en présence de glucose, aucune croissance é'déétctée (Pickett Dean, 1976). La
liaison du cuivre avec ces composés est une explica la diminution de la toxicité du
métal.

Le pH a un réle important dans la biodisponibititémétal. A un pH acide les métaux
sont a I'état de cations libres tandis qu’'a un p¢alan les cations précipitent sous la forme
d’oxydes ou d’hydroxydes insolubles. Le pH auqgesl inétaux précipitent dépend du métal
et de ses états d'oxydation. L'état oxydé du cuiest favorisé par un pH élevée.
Généralement, un pH bas va augmenter la dispdgibliéis ions métalliques.

Autres conditions a prendre en compte, ce sorihtesactions entre les ions. Patein
Budd (1972) ont montré que l'assimilation du zinar ]Neocosmospora vasinfectast
influencée par les ions de magnésium qui agissentaat qu’inhibiteurs compétitifs.
L’assimilation du cobalt pameurospora crassaest aussi inhibée par le magnésium
(Venkateswerliet Sastry, 1970).

Chez Trichoderma viride la bioaccumulation du cuivre dépend fortement lale
température et du pH, les conditions optimalestéBiC et pH 5. Les concentrations
inhibitrices différent d’'un milieu a l'autre. Lanteur en cuivre tolérée pour la croissance de
Trichoderma5000 mg/L de Cu (Il) sur un milieu solide@ndis que sur un milieu liquide (plus
grande biodisponibilité du cuivre) la concentratioaximale tolérée est de 200 mg/L (Anand
et al, 2006). La culture en milieu liquide Adremonium pinkertonigeaux mémes
concentrations en cuivre, conduit a une plus fasideumulation de cuivre par le mycélium
(Zapotocznyet al, 2007). Parmi différentes sources de cuivre etlis(CuS@sH,0, CuCh,
Cu(NGs), et CuCQ) seul le CuS@sH,0 a contribué a la production maximale d’acide
citrique parAspergillus nigergrace au fait que le sulfate de cuivre liberelies @’ions de
Cu(Il) (Haget al, 2002).

De tout cela, on peut déduire que la biodisponéitiu cuivre dépend de nombreux

facteurs, qu’elle est propre a chaque situatiosdgble des conditions environnementales :

composition du milieu, température, pk, a.) et varie suivant le type de microorganisme.
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Parfois tous ces facteurs peuvent avoir I'effeense, augmenter la toxicité du métal
(Gaddet Griffiths, 1978).

1. 1V. 4. Mécanismes de toxicité du cuivre

Les métaux, a des concentrations élevées, somuesipour les organismes. Il existe

plusieurs types de mécanismes de toxicité du cuivre

- le cuivre interagit avec les acides nucléiqueseatture leur structure hélicoidale ;

- le potentiel d'oxydoréduction du cuivre (Bu— Cu™) catalyse la production de
radicaux libres qui peuvent dénaturer protéiripgjds et autres bio-molécules ;

- le cuivre peut intervenir dans le déplacement désaux essentiels de leurs sites
d'action, ce qui conduit a l'oxydation, la mutatiom la dénaturation des protéines
(Borkow et Gabbay, 2005) (Figure 14).
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Figure 14.Les mécanismes de toxicité du cuivre au niveawad=liule, d’apres Borkowt
Gabbay (2005)

La premiére structure sur laquelle le cuivre agitraveau de la cellule, c’'est la
membrane cellulaire. Il a été montré que l'expositde moisissures et de levures a des
concentrations élevées en cuivre, dénature l'iatiégrde leurs membranes cellulaires ce qui
entraine la perte des solutés et la mort (Cervagtt€utierrez-Corona, 1994). 100 uM de
CuCk peuvent causer une diminution de perméabilité demkmbrane cellulaire de

Saccharomyces cerevisi@a moins de 2 min a 25 °C (Saitehal, 2009). Le cuivre peut
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former des liaisons électrostatiques avec des mégibargées négativement de la membrane
cellulaire du microorganisme.

La composition en lipides semble jouer un role ingt dans le mécanisme de
toxicité du cuivre. Les membranes cellulaires desreorganismes différent par leurs
compositions en lipides. Cela implique donc un aivele résistance différent pour chaque
microorganisme. Dans des cultures enrichies avex addes gras polyinsaturés, la
perméabilité de la membrane cellulaire Si@ccharomyces cerevisia la toxicité qui en
découle sont considérablement accrues en présencmiidre, par rapport a des cellules
témoin (Averyet al., 1996).

Une fois que le cuivre est entré dans la celldlpeut dénaturer 'ADN. Les études
montrent que la double hélice de 'ADN contieninaains deux types de sites de liaison pour
le cuivre. Le premier site est présent tous ledrquaucléotides et a une grande affinité pour
le cuivre, le deuxiéme, saturable avec upe=K41 pM de Cti, est un site intercalé présent
sur chaque nucléotide (Borkowt Gabbay, 2005). Le cuivre peut aussi altérer le

fonctionnement des enzymes.

1. 1V. 5. Mécanismes de résistance au cuivre

1. 1V.5. 1. Généralités

La résistance est définie comme la capacité d’'ueraarganisme de survivre a une
certaine concentration d’'un métal, par le biaisndimécanisme développé comme réponse
directe a la toxicité.

A partir d'une certaine concentration (dite ‘tox@u pour survivre, la cellule doit
absolument développer des mécanismes de résistargtains métaux. Ces mécanismes sont
en relation avec un métal donné, mais ne sont gasnatiqguement capables de permettre la
survie en présence d'un autre métal. Cela peutndigpede facteurs environnementaux.
Néanmoins, d'un point de vue général, les métauk dpviennent toxiques pour les
microorganismes constituent aussi une part de haignutriments essentiels.

Les concentrations en cuivre nécessaires au degaiognt de microorganismes sont
ainsi de l'ordre de 1 a 10 uM (Cervarg¢&utierrez-Corona, 1994).
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Figure 15. Les mécanismes de résistance au cuivre dévelopgéda cellule, d’apres
Borkow et Gabbay (2005)

1.1V. 5. 2. Larésistance au cuivre des bactéries

Les mécanismes de résistance au cuivre, connus lgsedactéries, incluent:
I'exclusion par la membrane cellulaire, la séqadisin intra ou extracellulaire, I'efflux
membranaire actif, la détoxification enzymatiquerdduction de la sensibilité des composés

cellulaires aux ions métalliques (Bork@wGabbay, 2005).

L'exclusion par la membrane cellulaire

Une fois entré dans la cellule, en fonction de sacentration, le cuivre devient
toxique : des altérations de la membrane cellulailgmentent sa perméabilité et, donc,
participent a I'exclusion du métal. Les bactérimst aussi capables de former une enveloppe
de nature polysaccharidique pour se protéger tiexlaité du métal. Ce mécanisme a été mis
en évidence cheKlebsiella aerogenepour se défendre des concentrations excessives de
cadmium (Scotet Palmer, 1990).

Les études génétigues meneées sur les bactériemismn évidence l'existence d'un
opéron de quatre génespA copB copCetcopD, chezPseudomonas smui intervient dans
la liaison du cuivre au périplasme (Cooksey, 1994).
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La séquestration intra- et extracellulaire

Dans la cellule, des protéines spécifiques peueenter des complexes avec le métal.
Dans le cas d&ynechococcus spge genesmtA présent chez cette bactérie, code pour une
métallothionéine (protéine riche en cystéine) quiis au métal, seulement en présence de
fortes quantités de cuivre, de cadmium ou de Ruuh, 1995).

La séquestration extracellulaire a été plutét déahez les levures et les moisissures.

Le transport actif a I'extérieur de la cellule
Les bactéries sont capables de développer des iméen de résistance qui
impliquent le transport actif du métal, du cytoptesvers I'extérieur de la cellule. Le transport

est mis en place grace aux mécanismes d'effluAd@ase (Saitolet al, 2009).

La détoxification enzymatique

Chez Pseudomonas synxanthen aérobiose ou en anaérobiose, [& @xique est
réduit en CF, un précipité insoluble, Une enzyme soluble caméedians la cellule intervient
dans cette réduction (Borkost Gabbay, 2005).

La réduction de la sensibilité au métal

Dans le bat de diminuer la sensibilité au métas, mheitations peuvent intervenir dans
la cellule bactérienne et cela n'altere pas lestioms cellulaires. La cellule est aussi capable
d'alterner les différentes voies dans son métaheligour contourner les composants
sensibles. Le microorganisme peut se défendreapprdduction de composés résistants au
métal (Borkowet Gabbay, 2005).

Les mécanismes de réparation de I'ADN peuvent qusséger la cellule de l'effet
négatif du métal. Cela a été montré dans le casadmium, 'ADN dEscherichia colien
présence de ce métal a souffert d'altérations. $\dbculture, toujours en présence de
cadmium, le microorganisme développe une résistamtd'augmentation de la phase de
latence pour la croissance est considérée comm@énde nécessaire pour réparer I'ADN

endommagé (Borkowt Gabbay, 2005).

1. 1IV. 5. 3. Larésistance au cuivre des champigne

Par rapport aux bactéries, les champignons prétetés similarités, mais aussi des

différences, au niveau des mécanismes de résesgancuivre. En liaison avec la complexité
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de la cellule eucaryote, des levureRh¢dotoruld et des moisissuresPénicillium,
Trichoderma et Muco), isolées de sites contaminés, sont résistantesiiste grace a leurs
propriétés intrinseques et non pas a l'adaptafiomeprantet al, 1987).

Les mécanismes de résistance au cuivre des maeessswcluent : la liaison par la
paroi cellulaire, l'assimilation du métal par ldlde, la chélation intra ou extracellulaire

(Cervante®t Gutierrez-Corona, 1994).

La liaison par la paroi cellulaire

Pour se protéger de l'effet toxique du cuivre fhessissures peuvent adsorber le métal
a la paroi cellulaire. Cette paroi est constituéepdlysaccharides tels que le chitosan et la
chitine. La liaison du cuivre aux composants dpdeoi est un processus rapide (de I'ordre de
guelques minutes) qui a été mis en évidence Claezlida utilis(Khovrychev, 1973).

Rhizopus stolonifeet Cunninghamella blakesleearsont des souches considérées
comme résistantes au cuivre, car, au niveau denrigaélium, elles accumulent davantage de
cuivre que des souches sensibles (Garcia-Toétdd, 1985). Cela est di au fait que leur
paroi contient une plus forte proportion de chato¢Bartnicki-Garcia, 1968).

Ce type de mécanisme a aussi été décrit Alsegmonium pinkertonia€Zapotoczny
et al, 2007), espéce qui peut accumuler le cuivre, jas@0 % de son poids sec. Par
formation de liaisons avec les atomes d'azote ekydjene des amides et les radicaux
hydroxyles des polysaccharides, les ions cuivré sworporés dans le complexe glucane-
chitine de la paroi. Cette moisissure, cultivéesddas milieux a fortes concentrations en
cuivre, développe (dés 100 mg de cuivre/kg de njiligne biomasse de couleur bleue. Le
mycélium, trés condensé et peu cloisonné, devient:des hyphes gonflent, la paroi voit son
épaisseur initiale multipliée jusqu'a 7 fois. Quéeslhyphes atteignent 50 um d'épaisseur, les
structures métallo-cristalloidiques de la paréiaemonium pinkertoniageviennent visibles.

A partir de 150 mg de cuivre /kg de milieu solid@'y a plus de formation de conidies.

En présence d'une concentration en GaEkO de 100 mg/L de milieu, la biomasse
de Trichoderma viride (3,4 g) accumule 81 % du cuivre en 72h. Les obsens
microscopiques ont montré que le cuivre forme unehke a la surface de la paroi cellulaire
(Figure 16) (Ananctt al, 2006).
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Figure 16.Images au microscope électronique des cellulégidaoderma viride A-témoin,
B-cuivre a la surface de la cellule, d'aprés Angainal. (2006)

Mucor rouxiiaccumule du cuivre sur la paroi cellulaire maissaasl’intérieur de la
cellule. Les souches résistantes au cuivre sordbbde d’accumuler 10 fois plus de cuivre
que la souche témoin. Dans le cas de cette esigecgosol joue un rdle important dans la
résistance au cuivre, mais quand la concentratiométal augmente fortement, c'est la paroi

cellulaire qui accumule le plus de cuivre (RamiBatgadcet al, 1996) (Tableau 6).

Tableau 6.Cuivre retrouvé dans les fractions cellulairesadeduche sensible (IM-80) et
celles résistantes (P1 et P3) au cuivreéyideor rouxii, d'aprés Ramirez-Salgadbal.(1996)

Souche Cuivre récupéré (nmol/mg poids sec)
Paroi cellulaire Cytosol et
membranes
Culture dans 1,6 uM CuSQ
IM-80 0,30+0,05 0,20+0,03
P1 3,40+0,40 3,00+0,35
P3 2,80+0,50 2,10+0,30
Culture dans 3,2 uM CuSQ
IM-80 42,60+5,00 38,60+4,50
P1 77,50+9,00 59,70+8,00
P3 65,00+8,00 53,30+7,00

L'assimilation dans la cellule
Peu d'informations existent sur l'assimilatiotedtransport du cuivre a l'intérieur de la
cellule, en raison d’'un manque de radio-isotope@pge du cuivre (Cervantest Gutierrez-

Corona, 1994). L'assimilation du cuivre dans ldubelest plus lente que l'intégration a la
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paroi cellulaire. Les températures basses, lesognes du glucose ou le pH acide peuvent
inhiber ce processus d’internalisation du cuivread@ 1986). Une fois que le cuivre est
assimilé dans la cellule, il est possible qu'il d&pose aussi sur la paroi des organites
intracellulaires.

Chez Saccharomyces cerevisjaBassimilation du cuivre peut étre inhibée par le
potassium dans un rapport stoechiométrique d’unee rdel cuivre pour deux moles de
potassium (De Romet Gadd, 1987).

Phelanet al. (1990) ont montré que la résistance au cuivispeérgillus nidulan®st
due a la mutation d’'un gene dont deux loci difféseant été décritscupA et cupB Le
mécanisme lié a ces genes est expliqué par lactesirde I'assimilation du cuivre par la
cellule, car la germination ne semble pas affepele cuivre. Néanmoins, pour élucider le
mécanisme exact de I'assimilation, de fortes coimagans en cuivre doivent étre testées, ce
qui n'a pas encore été le cas pAunidulans

L'imperméabilité membranaire qui peut se traduipar une restriction de
I'assimilation du cuivre semble expliquer la rémmte a ce métal pour le gerRenicillium
(Basuet al, 1955).

La formation des chélates intra- et extracellulage

Pour résister aux fortes concentrations en culesemoisissures peuvent former des
métallothionéines (protéines riches en cystéin@).type de mécanisme a été étudié, en
profondeur, par biologie moléculaire. Les étudeséas par Brenes-Pomalesal. (1955),
ont mis en évidence I'existence d’'un gene ap&M1 associé a la résistance au cuivre chez
Saccharomyces cerevisiak’expression de ce gene dépend d'un facteur destription
ACE1l codé par le gen€UP2 La partie N-terminale du ACE1l contient des résidie
cystéine qui forment des thiolates de cuivkicor rouxii contient des séquences d’ADN
homologues a la séquenc€&UP de Saccharomyces cerevisiamais leur rble dans la
résistance au cuivre n'a pas encore été éluEdénirez-Salgadet al, 1996).

Les microorganismes peuvent produire dySHjui peut former des composeés
insolubles avec le métal (GaddGriffiths, 1978).

Les moisissures résistantes au cuivre produisenpxigates qui peuvent précipiter le
métal par la formation des cristaux d’oxalate davreu(Borkow et Gabbay, 2005)Postia,
Wolfiporia, Meruliporia, Gloeophyllum, LaetiporusConiophora, Antrodia, Serpulaet

Tyromycesproduisent de l'acide oxalique, comme mécanismerédgstance au cuivre
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(Borkow et Gabbay, 2005). La chélation du cuivre par l'acidelique pose un probleme

pour la préservation du bois.

Autres mécanismes de résistances

La production d’acide citrique est aussi une répalesla moisissure envers la toxicité
du cuivre. Le cuivre augmente la production d’addeque parAspergillus nigef(Haqget al,
2002).

ChezBotrytis cinerea des ATPases impliquées dans le transport inttdaieé du
cuivre, en particulier vers les protéines, ontréiges en évidence (Saitehal, 2009).

Par des mécanismes qui n'ont pas encore été é&uBidexpansunproduit plus de
biomasse, de spores et de géosmine, en présermavdel Le cuivre n'est pas accumulé par
les cellules dé°. expansuntandis que, parmi d'autres métaux testés, le tebalaccumulé
par la moisissure, mais sans qu'il induise le mé&mé&ut organoleptique que le cuivre
(Dionigi et al, 1996). A la différence d’autres métaux, il estgible que le cuivre active
certains processus métaboliques dAeexpansunet que les mécanismes de résistance soient

développés seulement a partir d'une certaine ctnatiem.

1. IV. 5. 4. Quelgues données sur la résistance dasisissures aux metaux

En Inde, sur des sols contaminés par des métaudsiovéhiculés par des eaux useées,
des moisissures des genr@ffernaria, Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Pahium,
Monilia, Rhizopus et Trichoderma ont été isolées. Elles peuvent faire partie des
microorganismes tolérants aux métaux lourds. Néamsnda tolérance aux métaux chez les

moisissures dépend de lisolat, mais aussi du métal

On note que les concentrations minimales inhildfice certains métaux peuvent
globalement se hiérarchiser de maniére suivante> Cr > Cd > Co > Ni (Zafeet al, 2007)
(Tableau 7).

On en conclut alors que la variation de la toléeaacwn métal ou a un autre peut étre
due aux différents mécanismes de résistance dépadogt aussi aux nécessités de la cellule
(des protéines) pour un métal donné.

La résistance microbienne au cuivre est un phénememplexe : il y a beaucoup

d'interactions a prendre en compte entre microasganet environnement. Il est évident que
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la résistance observée dans les conditions dudthim n’est pas toujours comparable avec la

résistance « au champ » en raison de nombrewufaajei peuvent y intervenir.

Tableau 7.Concentrations inhibitrices des différents métalapres Zafaet al.(2007)

Souche Concentration minimale inhibitrice (MIC)
(mg/mL)

Cobalt| Chrome| Cuivre | Cadmium| Nickel
Alternaria sp. 1,0 0,9 2,0 1,0 0,9
Aspergillussp.1| 0,7 0,9 2,0 0,7 0,6
Aspergillussp.2| 3,0 5,0 4,0 4,0 2,0
Fusariumsp. 2,0 5,0 3,0 3,0 1,0
Geotrichumsp. 0,1 0,6 0,7 0,2 0,1
Monilia sp. 0,1 0,3 0,6 0,3 0,2
Penicilliumsp. 5,0 7,0 8,0 5,0 4,0
Rhizopussp. 50 7,0 9,0 50 3,0
Trichodermasp.| 4,0 6,0 4,0 3,0 3,0

L'étude des moisissures tolérantes au cuivre péobuacher sur des applications : ces
moisissures peuvent étre utilisées dans des systéendétoxification et donc de récupération

des métaux (par lixiviation) ou dans la sélectiemmduveaux composeés fongicides.
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1. V. MODELISATION DE LA CROISSANCE FONGIQUE

Aujourd’hui, un grand intérét est porté a la msérde la contamination des produits
alimentaires par les moisissures. Cela est d{ppdf@ion continue des nouveaux produits et
des procédés de fabrication et de conservatiomn. &&surer une sécurité des aliments qui peut
répondre aux attentes des consommateurs, les esafiggmieres et les produits alimentaires
obtenus doivent présenter le risque microbiologitpieplus faible. Dans des conditions
favorables, les moisissures se développent et meauun grand nombre des métabolites
secondaires. Le probleme pour certaines, est lduptmn des mycotoxines. Cela conduit
donc a des pertes économiques pour les agriculétlies industriels et représente un danger
pour la santé des consommateurs (Dantigny, 2004).

La mycologie prévisionnelle a pour but de prédireléveloppement des moisissures
dans les produits alimentaires contaminés (Dantigity al, 2003). La vitesse de
développement des microorganismes est évaluée [@Eabdration des modéles
mathématiques.

Un produit alimentaire est contaminé au momentaudommence a voir les hyphes.
Pour empécher le développement de la moisissut@algration des aliments, les études
doivent se centrer sur les effets de la variaties différents facteurs environnementaux,
comme l'activité de I'eau, la température et le pht, la germination et la croissance.

On distingue deux types de modeles : d'une pastimedéles primaires, qui décrivent
la cinétique d'évolutionyEf(t)) d'une population de microorganismes dans un emveément
donné ; d'autre part, les modéles secondaires, dfarivent les effets de facteurs

environnementaux sur les paramétres des modelaaipes.

1. V. 1. Modéles primaires

Les parameétres biologiques tels que le temps deigation ou le taux de croissance
radiale, sont calculés a l'aide de différentes &goa (Dantignyet al, 2006a, 2006b). La
distribution du taux de croissance radiale et dopede latence des spores individuelles nous

apportent des informations sur le développementalioisissure (Simbarache, 2006).
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1. V. 1. 1. Modéles de germination

Les spores doivent étre examinées a des intervdiblesemps réguliers afin de

construire une courbe de germination : P (%) ¥ [@antignyet al, 2003) :

Le modele de Gompertz

P =xbe(-exp [(kne (1)/A) Qge-t) + 1]) (1)

ol A (%) représente la valeur de P asymptotique pes+x ; i, (W) est la pente de la ligne tangente qui passe
par le point d'inflexion () ; Age(h) est I'axe de t interceptée par la tangente(le) e temps. Le point d'inflexion

est défini par la formule ; £5 + A/ (une (1)).

Le modéle logistique:
P = Ra/ltexp [k € - t)] (2)

0U Prax (%) est la valeur de P asymptotique pous tro ; k (h?) est la pente de la ligne tangente qui passeepar |

point d’inflexion ;1 (h) représente le point d'inflexion ou P est laitihale R, et t (h) le temps.

Le modele logistique est symétrique par rappomp@at d’inflexion, contrairement au
modele de Gompertz (Dantigey al., 2006b).

Le modéle asymétrique
P = R (1-(1/(1+(th)%))) 3)

oU Pyax (%) est la valeur de P asymptotique pour tro ; T (h) est le temps de germination et d, un paranatre

conception.

Ce modele est dérivé du modele d’inhibition non-pétitive décrit par Yanet Koga
(1973) et permet de décrire tous les types de esudle germination (Dantigret al, 2011),
par conséquence il peut remplacer le modéle de @damet le modele logistique.

57



1. V. 1. 2. Modéles de croissance

Apres la germination des spores, des mycéliums\gsifiles a I'ceil nu. Le suivi de la
croissance fongique est alors assuré par la meBurdiametre de la colonie. Un modeéle
primaire a été adapté aux champignons pour suiveedissance (Barayet al, 1993). Une
équation linéaire a permis I'estimation de la argxe radiale des colonies des champignons
de maniére plus précise.

r = (t-) (4)

ou r (mm) est le rayon de la colonie ; | (h) le psnide latence et (mm/j) le taux de croissance radiale de la

colonie ; elle est définie comme étant la pentiadmurbe.

1. V. 2. Modéles secondaires

Parmi les facteurs environnementaux,,l'at la température ont la plus grande

influence sur la croissance des moisissures (Danggal, 2005a).
1.V. 2. 1. Modeles cardinaux

Les modeéles cardinaux sont nés sur la base de det#xes: un minimum de
parameétres avec une signification commune poumiesobiologistes (critére de parcimonie),
obtention des résultats réels sur le domaine déetinbisi (critere de consistance). Le premier

facteur intégré dans ce modéle a été la tempér@Rawso, 1993).

Le modéletempérature montre la relation entre le taux de croissanda &mpérature (U =
f(T)) :
l-l-opt(-l-min'-l-max)(T'Tmin)2
B =
(Topt'Tmin)[(Topt'Tmin)(T'Topt)'(Topt'Tma><)(Topt+Tmin'2T)]

(5)

oU Popt (MMY/j) représente le taux de croissance pour Tosm; TTmin, Topt €1 Tnax (°C) ce sont les températures

cardinales.

Le modeleactivité de I'eau a été adapté par Sautairal. (2001a), pour décrire la relation

entre le taux de croissance et I'activité de I'§aw f(ay)) :
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l-lopt(aNmin'aNmax) (aN'aNmin)2

= 6
“ (aNopt'aNmin)[(awopt'aNmin)(aN'aNopt)'(aNopt'aNma><)(aNopt+aNmin'2a/v)] ( )

oU Ly (MM/j) représente le taux de croissance PQUE @yopt ; Bwmin: Swopt €1 &max CE€ SoNt les activités de I'eau

cardinales.
1. V. 2. 2. Modéles d’inactivation

- le modele utilisé pour décrire le taux de craissaen fonction du cuivre est dérivé du

modele d’inhibition non-compétitive décrit par Yaetkoga (1973) :
“opt (7)
Cu |P

1+ [CUSJ

ou [yt (Mm/j) représente le taux de croissance pour OuGu, est la concentration en cuivre pour laquelle p =

H:

Mopd2 €t p, un parametre de conception lié a la courbe

- le modele utilisé pour décrire I'influence du\oa sur le temps de latence est une équation

Monod re-paramétrée (Dantigeyal, 2005a ; Dantigngt al, 2005b) :

5 Cuyg (MIC) - 2Cu, (Cu) + Cu(MIC) (8)
— "Topt
Cuyo(MIC - Cu)

)

oU Aqpt () est le temps de latence pour Cu = Oyf®st la concentration en cuivre pour laquélle 2 Aopt et

MIC est la concentration minimale inhibitrice déwea pour un temps de latence infini.

1. V. 2. 3. Modéles polynomiaux

La matrice factorielle de Doehlert

Cette approche consiste a établir un plan d’expéeg pour I'ensemble des facteurs
considérés (température, activité de I'eau, ettahs un domaine expérimental bien défini.
Les aptitudes de croissance sont évaluées pouruehagmbinaison de conditions

environnementales, par l'intermédiaire d'un paraméel que le taux de croissance. Un
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modele polynomial est alors ajusté par régressioi’ensemble des données, ce qui permet
d’estimer la valeur des coefficients du modele (Bu@net Phillips, 1990). L’approche
polynomiale présente donc un intérét fondamentasgloil s’'agit d’évaluer de fagon
objective le caractére significatif des effets daque facteur et de leurs interactions. Il est
impératif de définir un domaine expérimental cartéoextrapolation en dehors de la plage
expérimentale est inadéquate. La matrice de Ddepknmet la description d’'une région

autour d’'une réponse optimale et contient k2+k+Hhtsgour k facteurs.
Modéle de Fang

En utilisant la méthodologie des plans d'expérisnéanget al. (1994), ont étudié
I'effet inhibiteur de la concentration en chitossinde la teneur en sucre (°Brix), sur la
croissance @spergillussp. dans des écorces de fruits. Un modéle polynomiakecond

ordre a été généré pour observer la croissance :
y = a + b[chitosan] + c(°Brix) + d [chitosdn} e [chitosan](°Brix) + f(°Brixj  (9)

La limite du modele établi est liée a sa strucyue empéche toute extrapolation en

dehors du domaine expérimental exploré.
Modele de Gibson

Gibson et al. (1994) ont modélisé l'effet de l'activité¢ de l'eaur la croissance
d’Aspergillusflavus A. oryzae A. parasiticuset A. nomius Le modéle appliqué a été le
suivant :

In g = G +Ciby, + Gby? avec b =V(1-3a) (10)

ou G, C, et G sont des constantes calculées par régression let tgux de croissance maximum (la
transformation logarithmique permet de stabiliservhriance). La transformation de,l'®n k, permet de

représenter les données sous la forme d'une souoplée.

La limite du modele repose sur le nombre trop it facteurs pris en compte et le

fait qu'il ne permet pas d'estimer,)@ de croissance. Enfin, contrairement aux modeles
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cardinaux, les parametregpplet aopt N'apparaissent pas dans I'équation mais sontléalcu
une fois les constantes@; et G) estimées par régression.

1. V. 3. Validation des modeles prévisionnels

Les statisticiens associent la notion de prédicidestimation des valeurs théoriques
comparees par la suite aux valeurs observées. dlore approche agro-industrielle, a la
démarche de simulation, s’ajoute une connaissa@eell’écologie microbienne des produits
et des procédés, nécessaire pour garantir unsatitin de I'outil adaptée a la réalité. Cette
analyse est spécifique du produit, de la fabrica¢iobdu stockage.
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PARTIE 2 MATERIELS ET METHODES
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2. . MICROORGANISMES ET MILIEUX DE CULTURE

2. 1. 1. Echantillonnage et dénombrement des moisisres

Des grappes dinot Noir ont été prélevées sur des parcelles de la comrdane
Morey-St Denis (Céte d’Or), a 'automne 2007. Chaguappe a été pesée et ensuite lavée
pendant une heure, dans un volume d’eau physialegiqgTween 80 (NaCl/eau distillée, 0,9
%, m/v; 0,1 %, viv), de méme poids, pour mettresespension les micro-organismes
présents & la périphérie des baies. A partir desiatis de 10 a4 10%, de chaque suspension
de lavage, des fractions de 0,1 mL ont été étaaesiteau sur milieu gélosé au Dichloran-
rose Bengale (Kinget al., 1979) et incubées a 25°C. Apres 7 jours d’incupgtiles

moisissures ont été dénombrées et isolées eneitue.

2. 1. 2. Milieux de culture, inoculation et dispodif d’'incubation

Les moisissures ont été entretenues sur gélosesgla a I'extrait de pomme de terre
(PDA, Potato Dextrose Agar, Biokar Diagnosticspa

L identification des moisissures a concerné largdenicillium car certaines especes
sont responsables de la production de géosminesdhat Frisvad, 1995). Les criteres
morphologiques, macroscopiques et microscopiquesgte observés sur milieu gélosé de
Czapeck (Cz-broth, Difco ; solidifié par de I'ages g/L). Le milieu CREA Agar, a base de
créatine 0,3 % (m/v), a été préparé d’'apres lenées de Samsaet Frisvad (2004b), pour
I'étude de la production d’acide par les souchesPdeicillium test complémentaire a
I'identification morphologique. Pour I'extraction’ADN, en vue de lidentification par
biologie moléculaire, les souches enicilliumont été ensemencées sur milieu PDB (Potato

Dextrose Broth, AES Laboratoires). Les cultureséaigtincubées pendant 7 jours a 25°C.

Afin de déterminer les valeurs cardinales de teatpée pourB. cinereaet P.
expansumon a utilisé le milieu PDA a une activité de I'e€ay) de 0,99 et différentes
températures d’incubation de 2, 5, 7, 8, 12, 15203 28 et 30°C. Pour les valeurs cardinales
d’a,, la température d’incubation a été maintenue &2%ndis que le milieu PDA a été
ajusté a 0,99, 0,97, 0,95, 0,93, 0,91, 0,89, 005 &. Les @ ont été déterminées avec
AqualLab CX2T (Decagon, Devices, Pullman, WA, USA).
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Les milieux au jus de raisin «naturel » (Benoitrt€lba, Dellet, France) et
« synthétique », pour I'étude de la validation dodede prédictif de croissance, ont été
préparés d’apres Patedd al. (2007) et Leongt al, (2006). L’activité de I'eau des milieux a
ete déterminée a 0,985. Afin d’effectuer les exgrarés de validation, la température (7 a
25°C) ainsi que l'activité de I'eau (0,90 a 0,988} varié simultanément.

Dans le but de déterminer le taux de croissancdenapties moisissures sur baies de
raisin, un dispositif expérimental a été dévelofffigure 17). Les raisins (« Red Globe ») ont
été nettoyés dans I'éthanol 35 % (v/v) pendantruiei et ensuite lavés avec de I'eau distillée
et séchés. Les raisins ont été coupés en deuxésjoithe utilisée pour déterminer,'at le
pH et la deuxiéme pour l'inoculation.

Le milieu PDA (0,99 @ a été supplémente en cuivre (CuSO5H,0O, Sigma-
Aldrich), sur une gamme de 9 concentrations, de80n@M, pour étudier les effets du métal

sur la croissance et le temps de latence des misis Les cultures ont été incubées a 25°C.

Pour I'étude de la croissance et la production @@smine on a utilisé le milieu CZA
supplémenté en cuivre sur une gamme de 7 condensate 0 a 1,2 mM. Les cultures ont
été incubées aux différentes conditions de temp&dl0 a 30°C) et CQ0,03 a 3,00 %),

pendant 7 jours, d’apres le plan d’expériencedigtabla matrice de Doehlert.

L’inoculation des milieux de culture solides estrgtardisée par le dépot de [1i0 de
suspension de spores (ajustée asimL) déposés au centre de chaque boite de neitieu
fonction de I'étude effectuée. Une partie d’eadadsolution physiologique est remplacée par
du glycérol (Fischer Scientific) pour 'ensemencemdes milieux en différentes condition
d’activité de l'eau. Si la standardisation n’ess pgécessaire, une inoculation de solide a
solide est effectuée en transférant un petit morcEagélose portant du mycélium vers un
milieu neuf au moyen de I'0ése spatulée. Les baiéesulture sont incubées dans le dispositif
expérimental (Figure 17), afin de maintenir en Biowg I'humidité relative. Toutes les
expériences ont été réalisées en triplicat.

Les raisins ont été inoculés avec 10 pL de la sispe de spores, proche du
pédicelle, afin de suivre la croissance isotropidada moisissure. Des photos du dispositif,
sans ouvrir le couvercle, ont été effectuées tessjdurs et analysées pour déterminer le

rayon. Les raisins ont été incubés a 15°C.
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A

Figure 17.Dispositif expérimental d’incubation, A-des boitksPetri, B-des raisins

2. 1. 3. Dénombrement des spores

A 25°C sur milieu PDA, au bout de 7 jours, lesregosont récoltées. 20 g de billes
verre © = 0,2 mm), ainsi que 10 mL d’eau physiologiqueilgtéontenant 0,1% (v/v) de
Tween 80 sont ajoutées a la boite de Petri, laguesdt ensuite fermée avec du Parafilm
(Pechiney Plastic Packaging, Chicago) et agitéanitfutes a 110 rpm. Une goutte de la
suspension de spores obtenue, est posée sur e del Malassez pour le dénombrement

des spores.

2. 1. 4. Détection et dosage de la géosmine

L‘analyse olfactive des cultures a l'issue de laique d’incubation, a permis de
vérifier I'apparition de I'odeur moisie-terreuse NiG). Une procédure de caractérisation en
deux temps est alors appliquée :

- la premiere permet une analyse sensorielle, déabd'un flairage direct des atmospheres
sus-jacentes aux cultures, par un jury entraingé@ences effectuées au laboratoire) ;

- la seconde permet d’obtenir des signatures im&ntales et des valeurs quantitatives (sous-
traitance par le laboratoire Exact a Macon).

Les composés volatils des cultures en boites dei Beht concentrés, apres
I'introduction du contenu total d’une boite de miligélosé avec sa colonie mycélienne, dans
un meélange alcool absolu /eau déminéralisée (2W/%, La détection et le dosage sont
effectués par chromatographie en phase gazeusééeaufn spectrométrie de masse, selon le
protocole de Dumouliret Riboulet (2004). Dans ces conditions, les perforcea de la

méthode d’extraction sont les suivantes : limitaldtection - 5 ng/L ; répétitivité sur 2 fois 5
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mesures - 6,7 % a 10 ng/L et 6,1 % a 100 ng/Léaliné entre 10 et 200 ng/L avec un facteur
de corrélation R = 0,999.

2. 1. 5. Modélisation et traitement des données

La croissance apicale des champignons est suiviebsite de Petri par mesure
quotidienne de 2 diametres perpendiculaires deltane mycélienne, a partir desquels on en
déduira le rayon moyen. L'extension radiale en fimmcdu temps étant linéaire, un taux de

croissance radial (1, mm/jour) est calculé paraggipn linéaire pour chaque facteur testé.

L’effet de la température et de l'activité de I'eawr la croissanceest déterminé par
le modéle cardinal avec inflexion (CMI) (Roseb al, 1993 ; Sautouet al, 2001). Une
transformation racine carrée est effectuée pobilster la variance de .

La validation du modélévaluant I'effet combiné de la température et detivité de
I'eau, sur la croissance @ cinereaet deP. expansunsur baies de raisins, est constituée de
plusieurs étapes.

- a partir des valeurs de taux de croissance rdgsan déeduit le taux de croissance optimal
calculé (poptd, correspondant a la variance si toutes les comditoptimales avaient été
requises :

ople= 1 mesuré A(T) X y(aw)) (11)
- par la suite, on déduit un taux de croissancdipf@yqi) & partir de la moyenne degyd:
Hpredit= MOYyenne fpie X v(T) X 7(aw)- (12)

Ce Mredit cOrrespond au taux de croissance théorique que amtons di avoir dans
nos conditions expérimentales de température etidi@ de 'eau.y(T) et y(a,) sont des
facteurs liés aux valeurs cardinales de tempéragtird’activité de I'eau de la souche
considérée ; c’'est lgamma conceple Wijtzeset al. (1998).

Grace aux taux de croissance mesurés et taux bsamoe predits, on peut calculer le
bias factoret I'accuracyfactor (Ross, 1996), permettant de débuter la validadiormodéle
établi sur PDA.

Soit le rapport : log (1 prédit / p mesure), uIpo rapports, on a :
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- le bias factorqui correspond a la moyenne des prévisions etadesde croissance mesurés.
Un bias factorégal a 1, représente un parfait accord entreraggions et les mesures :

Bf = 102(|og(u prédit/u mesuré)/n) (13)

- I"accuracy factorqui représente la précision de la manipulatioroetespond a la dispersion
des points par rapport a la droite: p prédit =uf riesuré). Unaccuracy factorde 1

correspond a un alignement parfait. Plus il seoahm de 1, plus la validation sera solide :

Af = 102( | log(n prédit/u mesurdyn) (14)

L'effet du cuivre sur la croissance des moisissurasété traité par le modele
d’inhibition non-compétitive et par une équation ida re-paramétrée (Yarat Koga, 1973 ;
Dantignyet al.,2005a). Une transformation racine carrée et Itlgaigue a été utilisée pour
minimiser la variance de p @t Le temps de latence, (h), a été calculé a partir de
I'intersection de la droite (extension radiale endtion du temps) avec le rayon initial de la

goutte d’'inoculation (4,5 mm).

Le logiciel informatique SlideWrite 3.0 (Advancedaphics Software, Inc, Carlsbad,
CA, USA) a été utilisé pour traiter les donnéesiessde ces études et déterminer les

parameétres des modéles.

Les effets combinés de la température, ££D cuivreont été décrits par le modele de
Doehlert qui permet la description d’'une régionoautd’'une réponse optimale et contient
k2+k+1 points pour k facteurs. Le domaine expéritaleast déterminé en fixant plusieurs
niveaux pour chaque facteur, a partir d'une vatmntrale et d’'un pas de variation. Le plan
final d’expérimentation prend en compte tous legeaux des k facteurs associés dans la
réalisation des k2+k+1 expériences (Sautetual, 2001a). Pour trois facteurs (température,
CO; et cuivre), 13 expériences sont nécessaires stanoas une des proprietés de la matrice
de Doehlert est I'uniformité de la distribution damn espace tridimensionnel. 12 expériences
sont donc équidistantes par rapport a un pointrakfiexpérience 1 (Figure 18).

Pour calculer la réponse Y, une relation polynoendgud second ordre, comprenant les

termes quadratiques est utilisée (Sauétwal, 2003) :
(15)
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Y = by + biXq + by Xo + by Xz + by X% + 00X % + bza X% + by XaXo + baXa X3 + bsXoXs

ou X3, X, et X; représentent les facteurs.

!
(10)

Figure 18. Cuboctaedre avec 13 points expérimentaux pour feamteurs (X, Xz et X3),
d’aprés Sautouet al. (2001b)

Les données expérimentales relatives au plan diexées sont traitées par le logiciel
Nemrod (LPRAI, Marseille). Chacun des coefficiefltg by, by, bz, b1, o, ...) du modeéle
polynomial est calculé par régression linéaireagtdlyse de leur significativité est basée sur
un F-test. Concernant le réseau uniforme de Ddehlee représentation graphique sous

forme de surfaces d’isoréponses définit les comstipour lesquelles la réponse est optimale.
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2. 1. IDENTIFICATION DES MOISISSURES

L'identification a été effectuée selon des criserorphologiques et physiologiques
(Pitt et Hocking, 1999 ; Samsaet al, 2004b).

Pour les souches dB. expansum l'identification a été confirmée par analyse
moléculaire des séquences pleubulines (Glasset Donaldson, 1995). Le gene de fla
tubuline est utilisé de plus en plus pour I'identfion et la reconstruction phylogénétique de
différents types d’organismes grace a sa variabiit & sa conservation dans la cellule

eucaryote.

2. 1l. 1. Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN des souches du gerfPenicillium a été entreprise avec 'EZNA
Fungal DNA Kit (Omega Bio-tek). Il faut pour celallecter 100 mg de mycélium frais a
partir d’'une culture de 7 jours a 25 °C, sur milRDB (les échantillons peuvent étre traités
par série de 6). L'échantillon est déposé dansulne tEppendorf qui contient de I'azote
liquide et broyé grace a un pilon. Afin de cassemaeux les parois des cellules fongiques,
cette opération peut étre répétée deux fois emtaajd de I'azote liquide. 600 uL de Tampon
FG1 et 10 uL de 2-mercaptoéthanol (Sigma-Aldriobiitsajoutés au mycélium broyé et
ensuite vortexés. Le tube est incubé a 65 °C peridaminutes et mélangé a deux reprises
pendant ce laps de temps. 140 uL de Tampon FG2&ontés au tube Eppendorf, lequel est
a nouveau vortexé. Une incubation de 5 minutes thamgace doit étre effectuée avant de
centrifuger I'’échantillon & 10 000 g pendant 10 ubé#s. Le surnageant ainsi obtenu est
mesuré et transféré dans un nouveau tube Epperffinf.de précipiter 'ADN, 420 pL
d’isopropanol (Sigma-Aldrich) pour 600 pL de sureagt sont ajoutés dans le tube et ensuite
vortexés. Une nouvelle centrifugation de 2 minadtd® 000 g permet la formation d’un culot
d’ADN. Apres I'élimination du surnageant, 300 pledu déminéralisée préchauffée a 65 °C
sont nécessaires pour remettre en suspension I'iddhu. Le tube est vortexé puis 8 uL de
RNase (20 mg/mL) sont ajoutés. 150 uL de Tampon &GRO0 uL d’éthanol 96 % (Elvetec
Services) sont ajoutés dans le tube, lequel estitengortexé. L’'échantillon complet est
transféré dans une colonne HiBind™ placée dansihm de prélevement de 2 mL. Aprés une
centrifugation & 10 000 g pendant 1 minute (poar IADN a la colonne), celle-ci est

transférée dans un nouveau tube de prélevemeniZs@ Tampon de lavage dilué avec de
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I'éthanol absolu sont ajoutés dans la colonne strifggés pendant 1 minute a 10 000 g.
Cette étape est réalisée une seconde fois. Larmlest centrifugée pendant 2 minutes a une
vitesse maximale pour éliminer les traces d’éthafldle est ensuite transférée dans un
nouveau tube Eppendorf. 100 pL de Tampon délutjon de I'eau déminéralisée)
préchauffée a 65 °C sont additionnés a la cololaggielle est incubée 5 minutes a 60 °C.
Une centrifugation d’'une minute a 10 000 g va pd¢mmede récolter 'ADN dans le tube

Eppendorf. L’ADN est ensuite conservé au congétateu

2. 1l. 2. Dosage de 'ADN

Le dosage et le contrdle de la qualité d’ADN eslisé aprés chaque extraction par
spectrophotométrie, a l'aide d’'un spectrphotomdtEppendorf, Le Pecq, France). Les
rapports de densité optique sont déterminés afiwadlier la qualité des échantillons. Les
bases puriques et pyrimidiques absorbant fortemiams I'ultraviolet a 260 nm. Une unité de
densité optique (DO) a 260 nm correspond a undisold’ADN double brin de 50 pg/mL.
Aussi il convient de rechercher ugeentuelle contamination protéique. Pour cetteoramn
effectue une seconde mesure de DO a 280 nm. Un gubNoit avoir un rapport DO 260/280
compris entre 1,8 et 2. Une éventuelle contamingb@ar du phénol, peut étre recherchée en

mesurant I'absorption a 270 nm.

2. 1. 3. Amplification par PCR

L’amplification du gene de If-tubuline a été effectuée avec les amorces BtBa2gt

(Glasset Donaldson, 1995) : Bt2a : 5’ GGT AAC CAAATC GGTOE GCT TTC 3
Bt2b : 5" ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTGGC 3

L’amplification a été rtéalisée grace au mélangeasu : 2 uL ADN (10 ng/uL), 0,5
uL Taq Polymérase (2,5 U/uL, Euromedex), 5 uL dNIPmM, Invitrogen), 0,5 uL de
chaque amorce (50 pmol/uL, Eurogentec), 2,5 pL Tamp0 (Euromedex), 1,25 uL MgCl
(Euromedex), 0,75 uL DMSO (Euromedex) et de I'elétaypure jusqu’a 25 pL.

La PCR a été réalisée dans un thermocycleur iCytEnermal Cycle (BioRad). Pour
réduire les amplifications non-spécifiques, la «dlmdown » PCR a été appliquée aux
échantillons (Samsomt al, 2004a). Cette PCR utilise, pour les premiers egjclune
température d’hybridation supérieure a la tempégatptimale des amorces, qui ensuite

diminue de 1 °C par cycle, jusgu’a elle atteignadimpérature spécifique (« touchdown »)
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d’hybridation des amorces. La dénaturation a 9$éfdant 1 minute a été suivie par 5 cycles
comprenant une dénaturation a 94 °C pendant 1 sinme hybridation a 68 °C pendant 90
secondes et une élongation a 72 °C pendant 2 rsinaieec une diminution de la température
d’hybridation de 1 °C par cycle. Ensuite, les 5legmnt été suivis par 25 cycles comprenant
une dénaturation a 94 °C pendant 1 minute, uneidation a 64 °C pendant 90 secondes et
une élongation a 72 °C pendant 2 minutes. Une &g a 72 °C pendant 10 minutes a

finalisé cette PCR.

2. 1l. 4. Electrophorese

Les produits PCR sont contrélés par électropholésenigration des fragments a été
réalisée dans un gel d'agarose 1,5 % (Euromedeg&pape dans du Tampon TAEx1 (Tris
Acétate, Euromedex) a 90 V pendant 60 minutes. B'g@thantillon mélangé a du Bleu de
Bromphénol (6xLoading Dye Solution, Euromedex) été déposés dans les puits. Pour
pouvoir repéré le gene de fatubuline (environ 500 pb), un marquer moléculgiMass

Ruler™ Express DNA Ladder Mix Forxard, 56 ng/pLrfRentas) a été utilisé.

2. 1. 5. Séquencage et analyse des séquences

Les produits PCR ont été séquencés dans les dexctidins, avec les amorces Bt2a et
Bt2b. Le séquencage a été realisé par la sociékntn Coulter Genomics (Takeley, UK).
Les produits PCR ont été préalablement purifieqg@md Gel Extraction Kit, peglLab,
Biotechnologie GmBH) et ensuite préparés d'aprés lecommandations d’envoi au

séquencagenivw.beckmangenomics.cgmUne recherche d’homologie est effectuée afin de

pouvoir identifier lePenicillium Les bases de données moléculaires sont richeSogrences
du gene de I@-tubuline. Un Blast nucléotidique (Basic Local Algment Tool), entre les
séquences de nos échantillons et celles de ladeadennées, est réalisé sur le site du NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.goy. L’algorithme renvoie certains parameétres qui npettent de
déterminer s’il y a une cohérence biologique erlge alignements. Plus la E-value
(probabilité que la séquence similaire retrouvéat 'été par hasard) est faible, plus
'alignement est significatif. Le logiciel R (2.Mevelopment Core Team) et PhyML
(accessible en ligne, www.phylogeny.fr), ont étéliséts pour la construction de la

dendrogramme et de I'arbre phylogénétique.
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PARTIE 3 RESULTATS ET DISCUSSION
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3. . IDENTIFICATION DE LA MICROFLORE DES BAIES DE RAISINS

3. 1. 1. Introduction

La pellicule du raisin présente une microflore @arcomposée des bactéries, levures
et moisissures, appelée flore indigene ou micreflépiphyte. De nombreux facteurs,
géographiques ou climatiques, peuvent faire varégte flore. Si une partie de la microflore
est nécessaire a la bonne réalisation des étapesriaires, 'autre partie est responsable des
déviations organoleptiques (odeur de terre, odeuchcdhmpignon frais) nuisibles a la qualité
du vin.

Des études préliminaires ont mis en évidence loeigfongique des déviations
organoleptiques (Darriedt al, 2000).Botrytis cinerearesponsable de la « pourriture grise »
produit du 2-méthyle-isoborneol, tandis que, pluseespeces du genRenicillium ont été
décrites comme productrices de la géosmine. Lact&arsation de ce dernier présente donc
un grand intérét pour cette étude.

Ces constatations ont motivé notre étude sur ltifleation de la microflore fongique
des baies de raisins de Bourgogne, dans le boteat'ides espéces productrices de déviations
organoleptiques de type moisi-terreux dans le emBourgogne. Des grappes i@ot Noir
ont été prélevées sur des parcelles de la comnaMoey-St Denis (Cote d’Or) a I'automne
2007 afin de pouvoir isoler un maximum de moisissur

Tout d'abord on a distingué les différents genras lps critéres morphologiques.
Notre étude c'est ensuite centrée sur lidentiboatmoléculaire de souches du genre

Penicillium, par I'amplification du géene de fatubuline.

3. I. 2. Analyse de la microflore fongique des vigibles de Morey

Aspects quantitatifs de la contamination

Les prélevements des échantillons de raisins thteffectués sur 5 parcelles de
vignobles de Morey (Cote d’'Or) associées principaet au défaut GMT. Les grappes (45 a
260 g) de raisins visiblement contaminées Patrytis sp, ou d’autres moisissures, ont été
rincées par une masse équivalente d’eau physialegagiditionnée de Tween 80 a 0,1 %

(v/v). Les dénombrements effectués sur la premeene de lavage des différentes grappes
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permettent d’'apprécier la charge fongique en Urif@snant Colonies par gramme de raisin
(UFC.g") (Tableau 8).
Tableau 8.Charge fongique des raisins contaminés des vigaadeviorey

Lieux de prélevements|  Valeurs extrémes des Charge fongique initiale
masses des grappes (g)| moyenne (milieu PDA) UFCg™
Morey 1 75 - 245 10- 10'
Morey 2 105 - 260 10- 10'
Morey 3 64 - 110 10- 10'
Morey 4 45 -121 10- 10
Morey 5 75 -150 10- 10

Dans I'ensemble, le taux de contamination desnsiapparait assez homogene et ne

dépasse pas les“10FC.g"

Aspects gualitatifs de la contamination

A partir des raisins contaminés prélevés en Baymgpon a pu isoler une centaine de
moisissures. Les caracteres morphologiques démait$ittet Hocking (1999) ont révélé la
présence prédominante de quelques genres de moésissPar ordre de fréguence
décroissante on remarqueBotrytis (53 %), Penicillium (23 %), Cladosporium(5 %),
Aspergillus(3 %) et d’autres genres (17 %). Ces résultatsirrnant les identifications de la
flore d’altération de la vigne rapportées par lemvdux de Fleet (2003) et Loureiet
Malfeito-Ferreira (2003).

3. I. 3. Regroupements taxonomiques des especedeaicillium
3. I. 3. 1. Analyse hiérarchique ascendante des @&ies morphologiques

Apres croissance sur milieu gélosé de Czapek (C4M&) crible de caracteres
morphologiques, microscopiques et macroscopiquizptas des travaux de RattHocking
(1999) et Samsomt al. (2004b), a conduit a un premier regroupement d'vingtaine
d’isolats du genrdenicillium. Parmi ces caractéres on peut énumérer : la thllepuleur
face et revers de la colonie; la taille et la ferghes conidies ; la taille et la forme des
phialides ; le branchement du conidiophore. Leaatares observés ont été compares avec les
descriptions morphologiques des moisissures, abbesssur le site du CBS-Fungal

Biodiversity Center (ww.cbs.knaw.nl).
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Les réponses brutes découlant du crible des ceeact@orphologiques ont été
soumises a une analyse hiérarchique ascendanteogennd’un logiciel de statistique (R
version 2.7, Development Core Team). Sur la basecd&res morphologiques choisis, le
résultat des regroupements des isolats du deemeillium, est constitué d’'un dendrogramme
qui fait apparaitre huit pdles taxonomiques (FigL8g

Dendrogramme avec les critéres sur milieu CZA

Height

0
L
X732 _‘
X288 ——
X274
%52
X302
X253

X2
X293
X214
X221

X7 B
K151

X301
X281

X324

X123
X321
K312
X181
X122
X153
X152

X14

Figure 19. Relations taxonomiques entre les souche®dcillium isolées en Bourgogne,
basées sur des criteres morphologiques

3. I. 3. 2.Intérét taxonomique du milieu CREA

La confrontation supplémentaire avec le test dification sur milieu CREA a permis
d’ajouter un critere métabolique, au crible d'asely des isolats dePenicillium
L’homogénéité des 8 pdles a été precisée et ldaimgde souches se regroupent alors en 13
groupes, dont deux sont rapidement identifiés aeani de I'espéce :

Groupe 1— 4 souches : 12.2, 28.1, 15.3 et 1&Enicillium citrinum
Groupe 9— 1 souche : 25.3Penicillium expansum
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Ainsi, a cette étape de I'étude, une seule souehB.dxpansumespece rarement
isolée de vignobles de Céte d’'Or, a pu étre idimatif

3. I. 3. 3. Identification moléculaire des souchedu genrePenicillium isolées

3. 1. 3. 3. 1. Analyse des séquences par comparaisoune base de données

L’identification sur la base des criteres morplgidoies a été ensuite veérifiee par
I'analyse moléculaire. Pour cette identificationapris comme témoiR. roqueforti(souche
n°818, collection du laboratoire). Les amorces Bi2&8t2b (Glas®t Donaldson, 1995) ont
amplifié un fragment d’environ 500 pb du gene d@ kabuline des souches @&enicillium
sp. isolées. Afin de vérifier la cohérence du séqugecan alignement a été réalisé pour
toutes les souches entre les séquences forward)(Bt2la reverse complémentaire de la
séquence reverse (Bt2b). Les pourcentages d’alignesnobtenus, compris entre 90 et 99 %
nous ont permis d’affirmer que le séquencage afoiectionné.

Un BLAST des séquences fldubulines des souches Benicillium sp.isolées a été
effectué avec la base de données du NCBI, riches@quences de¢ tubulines des
champignons. Les résultats sont présentés darebledu 9.

Pour cette analyse on tient compte de la E-valuéndigue le nombre d’alignements
différents, que I'on peut espérer trouver par hdhsi@ans la banque (méme s’il n’existe pas de
séquence similaire), et ayant le méme degré dditsida. La E-value dépend de la taille de la
séquence, de la taille de la banque et du scoligméanent (S). Un alignement est d’autant
plus significatif que S est élevé et E-value failli® revanche, une E-value plus élevée
indique que la souche inconnue est proche d’unecesge référence et présente avec elle des
différences au niveau de la séquence detlegbuline. On note une E-value égale a 0 pour la
majorité des souches ce qui indigue que l'aligndénudrtenu est valide (Tableau 9). Des
scores élevés (98 et 99 %) et une E-value égaleparfettent d’identifier une dizaine
d’isolats fongiques de Bourgogne a des especediilliumde la base de données.

Pour la souche 29.3 on obtient une E-value égddeasec trois especes du genre
Penicillium maisP. bialowiezensest un synonyme do. brevicompactumui est trés proche
de P. biourgeianum(Peterson, 2004). Un résultat significatif d’'un AT indique une
similitude entre les séquences et une présompti@mnologie. Une absence de similarité ne

signifie pas une absence d’homologie entre deunesasgs.
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Tableau €. BLAST des genes da 8 tubuline

Souches isolées % Score | E - value Blast NCBI (souches dans la base de données)
/Amorce Identité
P. roquefortii/ BT2B 98% 798 0,00 | Penicillium roquefortiistrain CBS 23438 beta tubulin like gene, partgjuence
25.3/BT2B 98% 789 0,00 | Penicillium expansuratrain CBS 32548 beta tubulin gene, partial cds
1.4/BT2B 99% 761 0,00 | Penicillium chrysogenurstrain CBS 478.84 beta tubulin gene, partial cds
2.1/BT2B 98% 802 0,00 Penicillium citrinumstrain 217P beta tubulin gene, partial sequence

93% 649 0,00 Eupenicillium tropicunbeta tubulin gene, partial cds
5.2/ BT2B 92% 638 | le— 179 | Penicillium glabrumstrain 207P beta tubulin gene, partial sequence

93% 617 | 1le — 173 | Penicillium thomiistrain CBS n 350.59 beta tubulin like gene, pbsgguence
7.6/ BT2B 98% 782 0,00 | Penicillium brevicompacturstrain CBS 110069 beta tubulin gene, partial cds
12.2 / BT2B 95% 564 | 2e— 157 | Penicillium pinophilunstrain L14 beta tubulin gene, partial sequence

84% 405 | 1e - 109 | Talaromyces trachyspermisolate W26 beta tubulin like gene,

82% 348 2e — 92 | Talaromyces ucrainicusolate S27 beta tubulin like gene, partial seqaen
12.3/BT2B 98% 765 0,00 | Penicillium brevicompacturstrain 282P beta tubulin gene, partial sequence
15.2/ BT2B 97% 778 0,00 | Penicillium atramentosurstrain CBS 29148 beta tubulin gene, partial cds
15.3/BT2B 95% 564 2e — 157 Penicillium pinophilunstrain L14 beta tubulin gene, partial sequence
21.1/BT2B 98% 782 0,00 | Penicillium brevicompacturstrain CBS 110069 beta tubulin gene, partial cds
21.2/BT2B 98% 776 0,00 | Penicillium brevicompacturstrain CBS 110069 beta tubulin gene, partial cds
21.4/BT2B 98% 784 0,00 | Penicillium brevicompacturstrain CBS 110069 beta tubulin gene, partial cds
22.1/BT2B 98% 811 0,00 | Penicillium brevicompacturstrain CBS 110069 beta tubulin gene, partial cds
28.1/BT2B 94% 595 | 6e— 167 | Penicillium thomiistrain CBS n 350.59 beta tubulin like gene, pbsgguence

91% 582 | 4e — 163 | Penicillium glabrumstrain 207P beta tubulin gene, partial sequence
29.3/BT2B 98 % 780 0,00 Penicillium bialowiezensstrain CBS 112882 beta tubulin gene, partial cds

99% 750 0,00 Penicillium biourgeianunstrain NRRL 2013 beta tubulin gene, partial cds

99% 750 0,00 Penicillium brevicompacturstrain DAOM 215332 beta tubulin gene, partial sxme
30.1/BT2B 97% 739 0,00 Penicillium corylophilunstrain 345P beta tubulin gene, partial sequence

86% 475 | 8e — 131 | Penicillium citreonigrumnstrain 272P beta tubulin gene, partial sequence
32.4/BT2B 99 % 793 0,00 | Penicillium brevicompacturstrain 282P beta tubulin gene, partial sequence
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3. 1. 3. 3. 2. Construction de I'arbre phylogénétige

La construction d’'un arbre phylogénétique prend¢d@mpte les changements survenus
au cours de I'évolution. Il établit des liens degrdé entre les especes, a partir de 'analyse de
séquences, par l'intermédiaire d’'un alignement ipleltcontrairement au BLAST qui est basé
sur un alignement local.

A partir des séquences fldubulinesde Penicillium obtenues dans cette étude et des
séquences de la base de données avec lesqueliesbdenu le meilleur BLAST (Tableau 9),
on a construit un arbre phylogénétigue a laide bthgiciel en ligne PhyML
(www.phylogeny.fr). Pour cela on a choisi la méthati maximum de vraisemblance, basée
sur la recherche de I'arbre optimal en attribuarg probabilité & chaque changement dans les
séquences. La fiabilité et la robustesse de lddagmobtenue a été évaluée par la méthode du
Bootstrap pour laquelle on a choisi une valeur @@ (tonstruction de 100 arbres et choix du
plus fiable).

P. glabrumetP. thomiisont deux espéces trés proches du point de vughmiogique
et moléculaire (Samsaet al, 2004a). Les souches 5.2 et 28.1 s’identifieAit thomiid’aprés
I'arbre phylogénétique (Figure 20).

Les especes du genenicillium peuvent avoir des téléomorphes daapenicillium
et TalaromycegPitt et Hocking, 1999). Les souches 12.2 et 15.3 s’idiemtifaTalaromyces
trachyspermusavec une valeur de bootstrap de 93. La souche B@dtre clairement
'appartenance &. citreonigrumet non pas &. corylophilumcomme on a pu voir dans le
Tableau 9. Les souches 7.6, 12.3, 21.1, 21.2, 22241 et 32.4 appartiennent R
brevicompactumLa variation, dans la base de données, des aligms de séquence fle
tubulinede cette souche, explique les valeurs de Bootstrapprises entre 51 et 91 ; mais en
revanche le clade est bien fiable par une valelBatestrap de 99.

L’analyse phylogénétique a permis la descriptioa s@uches d@enicillium isolées
en Bourgogne. Cette méthode est fiable et rapide ele présente des limitations pour les
souches trés proches. L'amplification d’'une séqeedc géne de |& tubuline n’est pas
suffisante pour différencier des souches tellesRyubomii P. glabrum P. biourgeianunou
P. bialowiezensel’analyse du Blast et I'arbre phylogénétique cofirmé l'identification de

la souche 25.3 appartenant a I'esp@cexpansum
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Figure 20. Arbre phylogénétique des souches Rienicillium isolées en Bourgogne (en
chiffres) et des especes de la base de donnégst(en)
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3. I. 4. Recherche des souches Benicillium productrices de géosmine

La dizaine de souches isolées de Cote d'Or etifted au niveau moléculaire ont été
testées pour la production de géosmine sur milieap€k-Agar (CZA). A partir des
suspensions de spores {Ep/mL) les boites de Petri ont été inoculées aibiges & 25°C,
pendant 7 jours. Un jury constitué de trois pergesna permis d’identifier les cultures
présentant le plus d’odeur moisi-terreux.

Le flairage des cultures ainsi que la caracténsainstrumentale des extraits de
mycélium par Microextraction en phase solide (CH®3A4&, Dumoulinet Riboulet, 2004) ont
donné des résultats négatifs, a I'exception deolectse 25.3 seule souche productrice de
géosmine et par ailleurs identifié€anicilium expansunCette souche a été retenue pour nos

prochains travaux expérimentaux.

3. 1. 5. Conclusions

Les observations morphologiques ont permis lidieation d'une centaine de
moisissures. Le quart d’entre elles, non assimi&es genreBotrytis ou Penicillium n’ont
pas présenté d'intérét pour cette étude.

L'amplification du géne de I@-tubuline (géne tres conservé avec une grande
variabilité) a permis une différentiation rapidee#ficace des especes du geRemnicillium
En revanche cette méthode présente des limitalionsveau des souches taxonomiquement

tres proches.

La part de la présente étude, portant sur lessefiies facteurs environnementaux sur la
croissance et la production de géosmine, concerdetx souches de l'espe®@otrytis
cinereg BC1 et BC2, identifiees par la méthode morphajogiet la souche deenicillium

expansun5.3, identifiée par biologie moléculaire.
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3. Il. VALIDATION DES EFFETS COMBINES DE LA TEMPERA TURE
ET DE L’ACTIVITE DE L’'EAU SUR LA CROISSANCE DE BOTRYTIS
CINEREA ET DE PENICILLIUM EXPANSUM SUR BAIES DE RAISINS

3. 1l. 1. Présentation

Le réchauffement climatique est lourd de conségeemour la vigne et le raisin.
Chaque cépage est adapté aux conditions climatidaesa région et un changement de
température engendre des anomalies de productemipip importantes. C’est ainsi que
certaines moisissures se développant dans desnségi@diterranéennes, sont retrouvées
anormalement dans des régions plus septentrionales.

Selon les protocoles de la mycologie prévisionneatle a modélisé la croissance
apicale sur milieu modéle (PDA) @ cinereaet P. expansumen fonction de la température
et de l'activité de I'eau, pour en deduire le tailex croissance optimal {§) ainsi que les
valeurs cardinales fn, Topt, Tmax @wmin, 8wopt 8wmay. L'Objectif a été de valider (grace au
gamma concepi=opy(T)y(aw)) sur jus de raisin naturel et sur jus synthétides résultats
obtenus sur milieu modeéle et d’en déduiredade chaque souche sur baie de raisin.

Sur milieu PDA, les facteurs température (de DI et g (de 0,85 a 0,99) testeés,
ont varié indépendamment. Sur jus de raisin (nbgtreynthétique), la température (de 7 a
25°C) et I'g, (de 0,90 a 0,99) ont varié simultanément. Lesnaient été incubés dans des
dispositifs adaptés afin de pouvoir mesurer le magooissance isotropique) et d’en déduire le
taux de croissance, u. L'effet combiné de la teupée et de l'activité de I'eau sur le u
obtenu, a été calculé, afin d’obtenir le taux dessance optimal des moisissures, sur baies de

raisins, si les conditions avaient été optimales.
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The objective of this study was to develop and to validate a model for predicting the combined effect of
temperature and a,, on the radial growth rate, i, of Botrytis cinerea and Penicillium expansum on grape
berries. The proposed strategy was based on the gamma-concept developed previously [Zwietering, M.H.,
Wijtzes, T., de Wi, J.C,, van't Riet, K. 1992. A decision support system for prediction of the microbial spoilage
in foods. Journal of Food Protection. 12, 973-979]: = popey(T)y(ay), where the gamma functions were

lh(:g:::rds: cardinal models with inflection (CMI), pop the radial growth rate on grape berries. Firstly, the cardinal
Validation temperatures and a,,'s were estimated independently from experiments ca rried out on Potato Dextrose Agar.
Growth Secondly, the gamma concept was validated i/ on a synthetic grape juice medium (SCJ) and ii/ on a grape

juice agar (GJA). Accuracy and bias factors were closer to 1 with the latter analogue, thus suggesting that GJA
should be preferred to SGJ. Thirdly, an experimental protocol taken into account the isotropic nature of
fungal growth was developed for estimating o, 0n grape herries. This study demonstrated that CMI's can be
validated on agri-food products over a wide range of temperature and a,, using the described methodology.

Botrytis cinerea
Penicillium expansum
Mould

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

One of the most important aspects of model development is
ensuring that predictions made by the model are applicable to real
situations. Therefore the validation process is essential. It should
involve comparisons of the predictions of the model with observed
measurements, which should be different data to those used to
construct the original model (Brocklehurst, 2004). Very few models in
scientific literature have externally validated the models developed to
describe fungal growth (Garcia et al, 2009). Battey et al. (2001)
constructed a probability model for A. niger and P. spinulosum on a
beverage analogue and validated it in an external set of beverage
analogues. Probability growth and OTA production models developed
for A. carbonarius were validated on pistachio nuts (Marin et al., 2008)
and on simulated grape juice medium (Tassou et al,, 2009).

Kinetic models were also validated on analogues and food
products. A predictive model for the effect of water activity and

* Corresponding author. Laboratoire de Génie des Procédés Microbiologiques et
Alimentaires, Ensbana, 1 Esplanade Erasme, 21000 Dijon, France. Tel.: +33 3 80 77
40 71.

E-mail address: phdant@u-bourgogne.fi (P. Dantigny).

0168-1605/5 — see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijfoodmicro.2010.06.008

temperature on the growth of two ochratoxigenic strains of Aspergillus
carbonarius was validated on synthetic grape juice medium (Tassou et
al,, 2007). In that study, external data taken from Mitchell et al. (2004)
and Belli et al. (2005) were used to validate the model over a wide
range of temperature and water activity. A predictive model was
validated on apple, but only for the effect of temperature on the
growth of Penicillium expansum (Baert et al,, 2007a). In fact, the effect
of the water activity cannot be assessed on apples because hydration or
drying of apples is difficult. In contrast, corn can be more easily
hydrated by the direct addition of sterile distilled water. Accordingly a
predictive model for the combined effect of water activity and
temperature on the radial growth of Fusarium verticillioides and F.
proliferatum was validated on corn (Samapundo et al., 2005). In this
study, a,, was in the range 0.869-0.982. Due to difficulties in hydrating
the maize grains to a,,'s greater than 0.985 the cardinal a,,'s optimum
and maximum could not be determined. Accordingly, it was concluded
that models based on cardinal a,'s could not be developed and
consequently not validated on corn (Samapundo et al,, 2005).

The objective of the present study was to develop an alternative
strategy to validate models on products characterised by a water
activity that cannot be changed easily. The strategy was based on the
gamma-concept: p= o Y(T). ¥(a,) where each gamma function
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y(x) was defined for each of the variables separately, independent of
the value of the other one (Zwietering et al, 1992). The gamma
functions were based on cardinal values that were estimated
independently on semi-synthetic medium. The combined effects of
water activity and temperature were validated on analogues over a
wide range of conditions allowing the growth of the fungi. Eventually,
assuming that the cardinal values were independent from the
medium, the optimum radial growth rate, pop, Was estimated on
the food product using the validated model.

The alternative protocol was applied for berries of the “Red Globe"
cultivars. Fungi which commonly infect berries include the mildew
pathogens Erysiphe nector (Uncinula necator) and Plasmopara viticola,
as well as Alternaria spp., Aspergillus spp., Botrytis cinerea, Cladospor-
ium spp., Penicillium spp. and Rhizopus spp. (Hewitt, 1988; Emmett
et al., 1992). Among these fungi, postharvest gray mould, caused by B.
cinerea, is a major cause of decay of table grape berries (Nelson, 1985;
Barkai-Golan, 2001: Lichter et al., 2002). Accordingly, B. cinerea was
selected in the present study, in addition to P. expansum that may
produce patulin (Abrunhosa et al,, 2001) and geosmin (Mattheis and
Roberts, 1992).

2. Material and methods
2.1, Fungal isolates

Microorganisms were isolated from spoiled wine grapes (Vitis
vinifera) of cv. Pinot Noir, collected in Morey-5t Denis (Burgundy,
France) vineyards in September 2007, Each grape sample was washed
with the same weight of saline solution (NaCl 9 g/1), containing Tween
80 (0.1% v/v) to remove microorganisms from the berries. The
suspensions were stirred for one hour at ambient temperature
(approximately 20 °C). Fractions of 0.1 ml of the diluted suspensions
(from 107" to 1078) were spread on Petri dishes that contained
Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar medium (Difco, Pessac,
France) and incubated at 25 °C. After 7 days incubation, colonies were
isolated in pure culture. Amongst the isolated strains, Botrytis cinerea
(strain Bc1) and Penicillium expansum (strain 25.03) were identified at
the laboratory according to macroscopic criteria (Samson et al., 2004)
and maintained on Potato Dextrose Agar (PDA; bioMérieux, Marcy
I'Etoile, France) at room temperature, from 17 to 25 °C.

2.2. Spore preparation

Fungi were inoculated on PDA medium and incubated at 25 °C for
7 days. Sterile saline (NaCl, 9 g/1) solutions that contained Tween 80
(0.1% vol/vol) were adjusted to the water activity of the subsequent
experiments by substituting a part of water with glycerol (Gervais et
al., 1988). Sporulating cultures were flooded with 4.5 ml of the saline
solution. Suspension counts were determined by a Malassez cell and
standardised to 10° spores per ml. 10 pl of the spore suspensions were
used to inoculate the centre of the dishes.

2.3. Media

2.3.1. Medium for determination of the cardinal values

The PDA medium 0.99 a,, was used for assessing the effect of
temperature on the radial growth rate. Incubation temperatures were
2,5,7,8,12,15, 18, 20, 28 and 30 °C (accuracy 4 1 °C) depending on
the species. The PDA medium was used at 25 °C for assessing the effect
of a,, on the radial growth rate. The a,, of the unmodified PDA medium
was 0.99. A part of water was substituted for glycerol to obtain water
activities in decrements of 0.02 to a minimum of 0.85. Water activities
were determined using an Aqualab CX2T (Decagon Devices, Pullman,
WA, USA) with an accuracy of 4 0.003. Dishes were placed in 1.5-1 closed
boxes in which relative humidity was controlled by ca. 150 ml of a
glycerol-water solution (Sautour et al., 2001).
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2.3.2. Media for validation of the cardinal models

The synthetic grape juice medium, SGM, (Mitchell et al., 2004;
Belli et al., 2005; Leong et al., 2006), contained: 70 g D(+)-Glucose;
30 g D(—)-Fructose; 7 g L(+)-Tartaric acid; 10 g L(—)-Malic acid;
0.67 g (NH4),50,4 0.67 g; (NH,),HPO, 1.5 g; KH,PO, 0.75 g; MgSOy,
7H,0 0.15 g; NaCl 0.0015 g; CaCl, 0.15 g; CuCl, 0.0075 g; FeS0y, 7H;0
0.021 g; ZnS04 0.0075 g and (+)-Catechin 0.05 g; agar 25 g; water
1000 ml; and pH 4.2 was adjusted with NaOH (M).

Grape juice agar medium, GJA, (Pateraki et al,, 2007) was also used
for validation of the cardinal models. The grape juice obtained from a
local producer (Benoit Porteilla, Dellet, France) was processed from
Bio grapes of cv Chardonnay. Agar, 25 g, was added to the grape juice,
ca. 1000 ml, adjusted to pH 4.2 and sterilized at 121 °C for 20 min. The
a,, of the unmodified SGM and GJA was 0.985. Validation experiments
were carried out by varying simultaneously temperature (7 to 25 °C)
and a,, (0.90 to 0.985). The combinations tested were (7/0.95, 0.975,
0.985); (15/0.925, 0.95, 0.975, 0.985); (20, 25/0.90, 0.925, 0.95, 0.975,
0.985).

2.4. Growth measurements

Growth was evaluated daily by measurement of the increase of the
fungal colony along two perpendicular diameters (Trinci, 1969;
Gervais et al,, 1988). Radius vs. time was plotted and radial growth
rates (u, mm day~') were evaluated from the slopes by linear
regression. All experiments were carried out in triplicate at least for a
maximum period of 6 weeks. Prior to fitting, a square-root transfor-
mation was used to stabilise the variance of p (Dantigny and
Bensoussan, 2008).

2.5. Cardinal models

The effect of temperature on the radial growth rate was modelled
by the cardinal model with inflection as described by Rosso et al.
(1993).

1" = g y(MI>* -
(=T 1) (T—Tin)” '
(Top.f—Tmiu)[(TDpI_Tmirz)(T_Tnpr)_(Topl_Tmax)(Tnpl‘ # ijn_ZT)

(1)

The effect of water activity on the radial growth rate was modelled
by the cardinal model with inflection as modified by Sautour et al.
(2001)

1% = fgpy(@n)®® 5
(@u—1)(ay—ay,, ) '
—Oy )[(aww,, _“wm,l,)(ﬂw_ﬂwm 1= (ﬂwm —1)a,, + 0y — 2a,,)]

(2

{uww,,

Model parameters were estimated by means of non-linear
regression software based upon the Levenberg-Marquardt algorithm
(SlideWrite 5.0, Advanced Graphics Software, Carlsbad, CA, USA) as
described previously (Dantigny, 1998).

2.6. Validation of the cardinal models

The combined effect of temperature and water activity was
described according to the gamma-concept (Zwietering et al., 1992).

l"’ = l-'up['Y(T)'Y(Hw) (3)

For each combination of temperature and water activity, the
optimum growth rate Jiop Was calculated from the observed growth
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Fig. 1. Experimental set-up. Once the inoculated berry is placed on the grid, the device is
closed during the incubation, the top is removed for allowing observatian.

rate, Hobserved 2CCOTding to o, = #fﬁ?gh and the predicted growth rate,

Upredicted: from the mean, i, according to Myreicred = Hape Y(T)V(w)-
Comparison between the predicted growth rate i edicted, and the

observed growth rate popserved, Was assessed by using the accuracy, Ay

and the bias B factors (Ross, 1996).
A! = lo{zliﬂg(p‘ﬁrrﬂmd lfpuhven‘a{)l."ﬂ) (4)
B = ]O{Erﬂg(Pmdfmdf}’nimm)/") 5)

2.7. Determination of the optimal growth rate on berries

2.7.1. Experimental set-up

The experimental set-up was made from an inner sterile plastic
tube (2.9 cm diameterx 6.8 cm height) placed in an autoclaved glass
jar (4.2 cm diameterx 8.3 cm height), Fig. 1. A grid was placed on the
inner tube to hold the berry. Both the jar and the tube were filled with
a glycerol/water solution, a,, identical to that of the berries, up to ca.
2 cm height to maintain constant the relative humidity throughout
the experiments.

2.7.2. Inoculation of berries

Table grape berries were dipped in an ethanol 35% (vol/vol)
solution for 1 min at ambient temperature (Mlikota Gabler et al,
2005) then washed with sterile distilled water and dried. Each berry
was cut into half. One half was used for determination of a,, and pH,
the other half for inoculation. “Red Globe" cultivars are a thick skinned
red raisin from Chile (pH 3.87 +0.02; a,, 0.9754-0.001). 10 of the
spore suspension was inoculated close to the pedicel of the berry.
Once inoculated the experimental devices were closed and incubated
at 15 °C. Eight “half” berries were tested for each species.

2.7.3. Observation of fungal growth

Berries were not removed from the experimental devices. Once a
visible mycelium was shown, pictures were taken twice a day by a
digital camera and analysed using Matrox Inspector 2.2 (Matrox
Electronics Systems Ltd, Dorval, Canada). The radius of the colony was
plotted against time. The radial growth rate was evaluated from the
slope of the straight line.

3. Results
3.1. Cardinal values

The cardinal temperatures are reported in Table 1. The moulds
exhibited minimum temperatures for growth close to the freezing
point. However, they were characterised by significantly different
Tmin Values. Penicillium expansum was the most psychrotrophic
fungus, Tpyin = —4.4 °C. Optimal temperatures were in the range 20-
25 °C for the fungi. Botrytis cinerea was characterised by a Ty value
less than P. expansum. At 0.99 a,, and T,p, = 21.4 °C, the radial growth
rate of B. cinerea on PDA medium was equal to 129 mm day™",
Table 1. This value was close to the true optimum growth rate on PDA
medium that would have been obtained at 0.988 a,, the optimum
water activity for B. cinerea. In contrast, at 0.988 a,, the optimum
growth rate was 9.97 mm day ™", although the incubation tempera-
ture, 25 °C, was different from the optimal one, 21.4 °C Table 2.

At 0.99 g, the optimum growth rate equalled 2.40 mm day~"! for
P. expansum, Table 1. This value was significantly different from the
Mopt Value of 2.86 (Table 2) because dy ope for this species was equal to
0.981. The true p, value on PDA medium would have been obtained
at 0.981 a,,, 23.9 °C for P. expansum,

B. cinerea was unable to grow below 0.895 a,,, Table 2. In contrast,
P. expansum exhibited @, min value of 0.856. The quality of fit of the
experimental data by the predictive models was shown, Fig. 2. The
low RMSE values demonstrated the suitability of the models for
describing the effects of temperature and a,, on the radial growth
rates. RMSE values were less for the 4 parameters CMI for temperature
than the 3 parameters CMI for water activity.

3.2. Validation of the predictive model

In contrast to the estimation of the cardinal parameters, the
validation of the predictive model was carried out by varying
simultaneously temperature and a,,. The simulated grape juice
medium, SGM and the grape juice agar, GJA were used for this
validation. The bias and accuracy factors are reported for B. cinerea
and P. expansum, Table 3. The bias factors were close to 1 for the
moulds. In contrast, accuracy factors were much more dependent on
the species and on the medium. B. cinerea was characterised by
accuracy factors greater than P. expansum, particularly on SGM,
B;=1.29. Bias factors were less than 1.2 for P. expansum on this
medium. A great dispersion of the experimental data can be observed
each side of the straight line y = x for B. cinerea, Fig. 3(a). Dispersion
was less for P. expansum, Fig. 3(c) as suggested by a smaller accuracy
factor than B. cinerea on SGM.

Accuracy factors on GJA were less than those calculated on SGM,
Table 3. P. expansum was characterised by the lowest Ay value on GJA.
A noticeable dispersion of the data was observed for growth rates
greater than 4 mm day ™", Fig. 3(d). Whereas the maximum growth

Table 1

Estimations of the cardinal temperatures and optimal growth rate on Potato Dextrose Agar at 0.99 a,,. 95% confidence intervals in brackets.
Mould Tatn (7€) Tape (°0) Trax {0 Pope (mm d™) RMSE
Botrytis cinerea —1.39 [—2.30 ; —0.49] 214 (208 ; 22.0] 29.1[28.8;29.3] 128 (124 ;134 0,057
Penicillium expansum —440[—621; —258] 239[22.9 ; 24.9) 3251(31.4;337] 240 [2.25 ; 2.55] 0,048
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Table 2
Estimations of the cardinal water activities and optimal growth rate on Potato Dextrose Agar at 25 °C. 95% confidence intervals in brackets.
Mould By e B opt Hopt (mm =) RMSE
Botrytis cinerea 0.895 [0.891 ; 0.900] 0.988 [0.983 ; 0.993] 997[8.74;11.2] 0.136
Penicillium expansum 0,856 [0.850 ; 0.861] 0,981 [0.979 ; 0.983] 2.86 (266 ; 3.07] 0.102

rates were approximately, 7 and 3 mm day~' on SGM, the maxima
were ca. 12 and 4.5 mm day " on GJA for B. cinerea and P. expansum,
respectively.

3.3, Determination of pope 0N grape berries

The optimum growth rate was very much dependant on the
medium, as demonstrated in the previous section. The growth rate
was determined on Red Globe berries at 15 °C. An example of pictures
was shown on Fig. 4 for P. expansum, The growth rate of the colony
was simply evaluated by plotting the largest distance between the
point of inoculation and the edge of the colony. In fact the growth is
isotropic and it was not necessary to assess growth in another
direction than the one quantified. In contrast to the previous
experiments carried out in dishes it was not necessary to transform
the diameter of the colony into the radius. At 15 °C and 0.975 ay, the
measured radial growth rates were 541 and 2.35 mm day~? for B.
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cinerea and P. expansum, respectively. By using the gamma values for T
and a,,, the optimum growth rates on Red CGlobe berries were
estimated to 8.46 and 4.19 mm day ' for B. cinerea and P. expansum,
respectively, Table 4. The optimal growth rate calculated on “Red
Globe” berries for B. cinerea was greater than the value obtained on
Synthetic Grape juice Medium but was less than the values shown on
Potato Dextrose Agar and Grape Juice Agar. In contrast, Hope
determined on “Red Globe" berries for P. expansum was greater than
the value obtained on PDA medium and on SGM. The difference
between the optimum growth rates determined on “Red Globe”
berries and on Grape Juice Agar was not significant.

4. Discussion

Botrytis cinerea and Penicillium expansuim examined in this study
are psychrotrophic, Both were capable of growing at temperatures
close to the freezing point. This observation is in accordance with the

12

(b)

Radial growth rate (mm d ™)

0.95
Water aclivity

Radial growth rate (mm d ™)

1 1}

0.90 0.95
Water activity

1.00

Fig. 2. Effects of temperature and g, 0n the radial growth rate of Botrytis cinerea (a) and (b); P. expansum (c)and (d). The effects of temperature and water activity were assessed on
Potato Dextrose Agar at 0.99 a,, and 25 °C, respectively. The cardinal model with inflection (CMI) as described by Rosso et al. (1993) and the CMI as modified by Sautour et al. (2001)

were used for fitting the experimental data for temperature and a,,, respectively,
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Table 3
Mathematical indices used to validate the gamma-functions for describing the effects of
water activity and temperature on the growth of some moulds on SGM and GJA.

Mould SGM GJA

By Ay By A
Botrytis cinerea 1,06 1.29 1.02 1.18
Penicillium expansum 1.02 1.15 1.01 1.11

SGM: simulated grape juice medium, GJA: grape juice agar, By : bias factor, A; : accuracy
factor.

minimum temperature for growth reported in the literature (Table 5).
By comparing the optimum temperature for growth reported in the
literature for these species, it appeared that T, was less for B. cinered
than for P. expansum. The estimation of Top for B. cinerea 21.4 °C, was
significantly different from that for P. expansum 23.9°C, thus
strengthening this assumption. The ability of P. expansum to grow at
a higher temperature than B, cinerea was suggested by our study.
However, this was not clearly demonstrated by other studies (Table 5)
and should be confirmed.

None of the species studied in this paper were xerophilic, the
minimum a,, for growth were greater than 0.85. However, it was
shown that P. expansum exhibited growth at reduced water activities.
This was not the case for B. cinerea characterised by a minimum of
0.895 a,,. This value is in accordance with the minimum a,, reported
by Jarvis (1977), but less than values reported by other studies
(Table 5). In contrast, minimum a,, estimated in this study was greater
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than the values reported in the literature for P. expansum. Differences
may be due to the origin of the isolates. The species described in this
study were isolated from grape berries characterised by water
activities in the range 0.980-0.985. There is no advantage for strains
isolated from grapes to be able to grow at reduced a,,. Conversely, the
isolated species were characterised by optimum a,,'s close to that of
grape berries. The optimum a,, for P. expansum 0.981 was however
less than that of B. cinerea 0.988, suggesting that the former species
was more susceptible to contaminate mature berries or berries with a
greater sugar content than the latter species.

The optimum growth rate of B. cinerea on PDA medium at 25 °C
ranged from 6.75 to 7.60 mm day " (Lahlali et al, 2007). In contrast,
in the same conditions, our strain exhibited a greater optimum value
of 9.97 mm day . This observation strengthened previous observa-
tion that isolates of B. cinerea showed variation in growth rates
(Mirzaei et al., 2009). Similarly, McCallum et al. (2002) divided the
strains of P. expansum in fast and weak growers. At 25 °C, the optimum
for growth was 2.86 mm day~" for our isolate on PDA medium as
compared to 3.70 mm day~! for P. expansum MUM 00.01 isolated
from apples (Baert et al,, 2007b). However, comparison was difficult
due to the growth rate of the MUM 00.01 isolate was determined on
an apple analogue, not on PDA medium. Respective cardinal values for
these species did not vary greatly depending on the isolates. However,
care should be taken with the minimum a,, because this value may
depend on the nature of the depressant (Gibson et al., 1994). The
optimum growth rate was greatly impacted by both the isolate and
the medium.
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Fig. 3. Validation of the predictive model for the effect of water activity and temperature on the growth of (a) Botrytis cinerea on simulated grape juice medium, SGM ; (b) B. cinerea

on grape juice agar, GJA; (c) P. expansunt on SGM and (d) P. expansum on GJA.
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i

Fig. 4. Growth of Penicillium expansum on a grape berry of “Red Globe” cultivars at 15 °C. The axis for the determination of the radial growth rate was from the right hand side to the
left hand side of the grid. The arrows indicated the radius of the colony at (a) 72 h, (b) 96 h, (c) 120 h and (d) 168 h. Bars = 1 cm. By plotting the radius of the colony (mm) vs, time

(day) the slope of the linear regression was p=2.67 mm day™" (*=0.993).

CMI's fitted the experimental data with a good accuracy. A better
quality of fit was achieved using CMI for temperature than the CMI for
water activity. But, the CMI for temperature is a 4-parameters model
compared to the 3-parameters CMI model for a,,. In the latter model,
the maximum a,, was substituted for 1. As suggested previously
(Sautour et al., 2001), there is no penalty in stating a,, m.x = 1 because
none of the studied species was xerophilic.

Internal validation of a predictive model for the effect of a,, on
growth of Byssochlamys fulva, Neosartorya fischeri and Talaromyces
avellaneus was carried out by Valik and Pieckova (2001). Bias factors,
By ranged from 1.007 to 1.014. To validate a predictive model for the
effect of temperature and a,, on the growth of Fusarium verticillioides
and F. proliferatum, experiments were repeated for both isolates using
the same temperatures but a,'s different to those examined for
estimating model parameters (Samapundo et al., 2005). Validation
performed on the same medium than model fitting showed By in the
range 1.042-1.054 and 0.978-1.002 for a polynomial and the linear
Arrhenius-Davey model (Davey, 1989), respectively. The same order

Table 4

Determination of the optimal growth rates, Jl,p, for some moulds on grape berries of
“Red Globe" cultivars, Chile (pH 3.87 + 0.02; a,, 0.975 + 0.001). Radial growth rate, p,
was measured at 15 °C.

Mould p(mmd=") (T Y(ay) P (mmd™")
Botrytis cinerea 541+1,08 0,748 0.855 846+1.69
Penicillium expansum 2351024 0.591 0.948 4.19 41046

Mean £ standard deviation.

87

of magnitude (0.93-1.10) was found for By values determined for the
validation of a predictive model for the effect of temperature on the
growth of P. expansum on an apple analogue (Baert et al., 2007a). In
that study, model parameters were estimated at temperatures
different from those chosen for validating the model, but the apple
analogue was the same. When validation was performed on real
apples, By values were in the range 0.64-0.81. The authors suggested
that difference between predictions in the apple analogue and on real
apple was most probably due to the apple itself. Predicted values were
higher than the observed ones (By 1.19-1.31) for an external
validation of a predictive model for the effect of temperature and a,,
on growth of A. carbonarius (Tassou et al,, 2007). The difference was
attributed partly to inherent differences in the observed growth rates
of various strains of A. carbonarius. It was demonstrated through these
examples that By.values different from one (say less than 0.8 or greater
than 1.2) were due to external validation carried out on different
media or different strain. In the present study, model parameters were
estimated on PDA while the validation was conducted on grape
analogues. The objective was to validate the gamma-concept for
describing the combined effects of temperature and a,, on growth.
Accordingly, the environmental factors varied simultaneously for
validation whereas they varied independently for model fitting.
However, the optimum growth rate estimated on PDA medium was
not used for validation. p,p, values for both the analogues were
calculated a posteriori. This protocol probably explained why By values
were in the range 1.01-1.06 in the present study.

Since the By provides no indication of the average accuracy of the
estimates, the accuracy factor A, was also calculated. The Ay averages
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Table 5
Cardinal values reported in the literature for Botrytis cinerea and Penicillium expansum,
Mould T U16) Topt (°0) T 176) Qi min y apt Reference
Botrytis cinerea —2:56 22:25 2B+35 Domsch et al. (1980)
—2 22;25 30;33 0.93; 0.95 Panasenko (1967)
0.90 Jarvis (1977)
0.93 Snow (1949)
0985 ; 0.99 Lahlali et al, (2007)
Penicillium expansum —6 Brooks and Hansford (1923)
-2 23 30 0.83 Mislivec and Tuite (1970)
—3 25;26 33735 0.82 Panasenko (1967)
0.83 Hocking and Pitt (1979)
24 ;27 32534 Baert et al. (2007a)
—2;—05 Baert et al. (2007b)

the distance between each point and the line of equivalence as a
measure of how close, on average, predictions are to observations. The
larger the value, the less accurate is the average estimate (Ross, 1996).
Very large accuracy factors were obtained for validation/modelling
performed on apple analogue/apple Ar1.26-1.38 (Baert et al., 2007a)
and on different strains Ay 1.20-1.61 (Tassou et al, 2007). For
validation with the same strain and medium, although under different
environmental conditions, accuracy factors were less, 1.098-1.122
(Samapundo et al., 2005) and 1.05-1.19 (Baert et al, 2007a). The
accuracy factors determined in the present study (1.11-1.29) are
comparable to the latter ones. Larger Ar values may have been
obtained by using the pgp value found for growth on PDA for
validation on the grapes analogues. Model proved less accurate for B.
cinerea than for P. expansum. This may be due to difficulties in
measurement accurately the diameter of B. cinerea colonies, especially
at reduced temperatures, due to loose mycelium. Eventually, accuracy
factors were less for the grape juice agar GJA than those for the
synthetic grape juice medium SGM. Slow growth observed on SGM
may be due to a ratio C/N ca. 1/30, thus leading to a possible nitrogen
limitation. Therefore GJA should be preferred.

The maximum radial growth rates obtained on GJA were greater
than the pi,, values calculated on berries, This difference observed for
B. cinerea and P. expansum maybe partly due to a lower pH of “Red
Globe" berries than that of grape juice agar. It was reported that B.
cinerea can grow from pH 2 to 8 (Jarvis, 1977), but no data was
available for P. expansum. Another explanation would be the cultivar
of the grape juice “Chardonnay” was different from that one of the
berries “Red Globe™. It would be of interest to determine the optimal
growth rates on Pinot berries in future studies, because the species
were isolated from this cultivar. Eventually, in contrast to the Bio
“Chardonnay”, inhibitory molecules may be present in the “Red
Globe”, thus resulting in a slower growth rate on the berries than on
the grape juice agar. The extent of the growth of B. cinerea on berry
was difficult to assess due to loose mycelium at the periphery of the
colony. The determination of the optimal growth rates was performed
on “Red Globe" dark berries. The observation of mycelium on white
berries would require the use of colorants that do not limit growth, B.
cinerea is a phytopathogenic fungus able to penetrate healthy plant
tissues (Espino et al., 2005). This fungus secretes a high number of
hydrolytic enzymes that are important for penetration of the host
cuticular, pectic and cellulytic layers. After the cuticular barrier is
breached, various cellulases (i.e., endo--1,4-glucanases, cellobiohy-
drolases, exo-f-1,4-glucanases and (-glucosidases) degrade the
primary cell wall and middle lamella of host plant parenchyma to
allow penetration of pathogen hyphae (Touzani and Donéche, 1996;
Kapat et al., 1998). Therefore, B. cinerea can be grown directly on the
cuticle of berries. In contrast, P. expansum cannot penetrate plant
tissues and it was necessary to cut the berries in half to allow this
species to grow. P. expansum should be considered as an opportunist
fungus able to spoil damaged berries or berries already infested by B.
cinereq.

5. Conclusions

This study demonstrated the usefulness of the gamma concept for
validating predictive models in foods or agricultural products. In
contrast to the cardinal values, it was shown that the optimum growth
rates depended strongly on the strain and the medium. In the present
study, grape analogues were used to validate the combined effects of
temperature and water activity on growth, then the optimum growth
rate was determined on grape berries once the model validated. This
approach allowed validation of the model over a wide range of
variation of temperature and water activity, but also the estimation of
the optimal growth rate on grape berries under non optimal
conditions. In fact the temperature of 15 °C increased the duration
of the experiments and more observations of the mycelium could be
done. This facility was particularly useful for the examination of fast
growing fungi on small fruits. The isotropic nature of fungal growth
was also taken into account. The inoculation was done at the edge of
the berries, not at the centre. Eventually, the proposed experimental
device can be used for determining the optimal growth rate of fungi
on the berries of other fruits.
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3. 1l. 2. CONCLUSIONS

Les modeles de croissance ont permis de déterteiméempératures et les activités de
'eau cardinales pour les souches test®scinereaet P. expansumsont des souches
psychotropes care elles peuvent se développer atatapératures proches de 0°C.
Contrairement au cas de la température, ces sonehpsuvent pas se croitre a des activités
de l'eau trés basses. Le taux de croissance gsarameétre qui dépend du milieu tandis que
les valeurs cardinales sont propres a la souchia. &glique le choix du milieu PDA, un
milieu de base utilisé pour la croissance des cligmops ainsi que la variation indépendante
de la température et de l'activité de I'eau poutedéiner les valeurs cardinales. Les
parameétres obtenus lors de cette étude présemtegtamd intérét pour la maitrise de la
croissance fongique dans le vignoble.

Afin de vérifier si un modele peut étre appliqus aituations réelles, celui-ci doit étre
validé. Le choix du milieu pour la validation esteuétape importante. La faible croissance
observée sur jus de raisin synthétique a été dureratio C/N de 1/30, conduisant ainsi a une
limitation de l'azote possible. Par conséquentusede raisin naturel doit étre préféré. Nous
avons pu valider les modéles de croissance Bouinereaet P. expansumsur jus de raisin
naturel. Cette validation nous a permis de dédi@féet combiné de la température et de
I'activité de I'eau sur la croissance @ cinereaet P. expansunsur baies de raisins, un
produit dont l'activité de I'eau ne peut pas étlmrmmgée. On a pu calculer le taux de
croissance optimal de nos souches, sur baie de,rais supposant que les conditions de
température et activité de I'eau étaient optimales.

Cette étude a montré que les modéles de croissdilisant les valeurs cardinales
peuvent étre validés sur des produits agro-alinte&staur une large gamme de température et

d'activité de I'eau.
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3. lll. INFLUENCE DU CUIVRE SUR LE TEMPS DE LATENCE ET LE
TAUX DE CROISSANCE RADIALE DE PENICILLIUM EXPANSUM ET
BOTRYTIS CINEREA

3. lll. 1. Présentation

Le cuivre semble avoir une influence importante lauproduction de géosmine. La
température ne peut pas étre contr6lée dans leoblgntandis que le cuivre en tant que
fongicide, est rajouté par I’'homme. Dans la suéecd travail nous nous sommes intéresses a
I'effet du cuivre sur la croissance des champigrmorgaminants de la vignB, cinereaetP.
expansum

L’approche expérimentale consiste a cultiver cesxdehampignons sur un milieu
classique, milieu gélosé a I'extrait de pomme deetesupplémenté en cuivre (de 0 a 8 mM).
Dans un premier temps l'objectif est d’étudier laissance des champignons sous l'influence
du cuivre, par la mesure du diametre. A partir eiteccroissance on peut déduire le temps de
latence et donc, voir l'effet du cuivre sur la garation de spores dB. cinereaet P.
expansum

La modélisation de la croissance a permis l'esiomnatiu taux de croissance optimal
(Hopy €t de la concentration en cuivre pour laquelte s, /2, le Cudo. Le modele utilisé pour
modéliser le temps de latence a été différent te peur la croissance, di au comportement
de Botrytis cinereaen fonction du cuivre (forme de courbe différediene courbe concave
ou convexe obtenue généralement avec un modelagltion de la croissance). Un temps de
latence infini est obtenu en absence de la cratgsalonc la modélisation du temps de latence

a permis I'estimation du MIC (concentration minieahhibitrice en cuivre).
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Abstract

Copper is the active component of Bordeaux and Burgundy mixtures, fungicides used for vineyard
treatments. This study aimed to investigate the effect of copper sulphate (from 0 to 8 mM) on radial
growth rate and lag time of two moulds responsible for vine grapes spoilage: Penicillium expansun
strain 25.03 and Botrytis cinerea, strains BC1 and BC2. By modelling the effect of copper sulphate
on the radial growth rate, the concentrations at which p = popi/2, (Cusp), were in the range of 2.2 to
2.6 mM. P expansum exhibited a linear correlation (r = 0.84) between the radial growth rate and the
reciprocal of the lag time. In contrast, in the range 0-4 mM, the radial growth rate of B. cinerea
decreased whereas the lag time was constant. In the range 4-8 mM, the radial growth rate of B.
cinerea was almost constant {c.a. I mm d) while the lag time was increased. Therefore, the
minimum inhibitory concentration, MIC, was not defined as the concentration at which no growth
was observed, but as the concentration at which the lag time was infinite. The MIC values, that
depended significantly on the moulds, were 4.7 mM for P. expansum, 8.2 and 7.3 mM for B. cinerea

strain BC1 and BC2 respectively.
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1. Introduction

Microorganisms are negatively affected by heavy metals present in their environment due to
rapid urbanization and industrialization (Gadd and Griffiths, 1978; Giller et al., 1998). Even though
many of them are essential for growth, in excessive concentrations they are toxic for living cells.
The effects of metals can depend on the species of the fungi and also on different strains (Sabie and
Gadd, 1990). Heavy metals such as cadmium, nickel and zinc showed to be harmful to Penicillium
atramentosum and Penicillium fumiculosum at all stages of fungal development (Levinskaite, 2001).

Copper is a toxic metal and also an essential nutrient for living cells as it is the constituent of
many metalloenzymes such as cytochrome-c oxidase (Lontie, 1984; Saitoh et al., 2009). The
influence of copper on microorganisms has been studied in the literature as copper is the active
component of aquatic herbicides (Colby et al., 1989), bactericides (Cooksey, 1990) and fungicides
used in agriculture (Foye, 1977). The Bordeaux mixture contains copper sulphate, lime and water.
Burgundy mixture prepared from copper sulphate and sodium carbonate is analogous to Bordeaux
mixture (Borkow and Gabbay, 2005). These fungicides based on copper are used in vineyards
against Mildew and B. cinerea. It has been suggested that toxicity is made by electrostatic bonds
between copper ions and negatively charged regions on the microorganisms cell walls which
increases permeability and also reduces uptake of nutrients (Borkow and Gabbay, 2005).

The effect of copper on moulds was studied from several points of view: resistance
mechanisms; growth; spore, biomass or metabolites production; morphology. The presence of high
concentrations of cupric ions in the environment may determine moulds to develop special
resistance mechanisms (Cervantes and Gutierrez-Corona, 1994). An increase in the lag time for
growth of Trichoderma viride has been reported to be dependent on copper concentration (Anand et
al., 2006). The effect of copper on radial growth rate of wood-rotting fungi and a blue-stain fungus

has been studied. The radial growth rates of these fungi decreased with the increase of the copper
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concentration (Guillén and Machuca, 2008). Copper ions induced an increase in citric acid
production by Aspergillus niger (Haq et al., 2002). . expansum has an increased production of
geosmin in the presence of copper (Dienigi and Champagne, 1995). Amongst the different metals
studied, such as manganese, magnesium, cobalt, nickel, copper and zinc, only coppet increased
geosmin, biomass and spore production of P expansumn on synthetic media (Dionigi et al., 1996). At
high doses of copper, 100 mg/kg of medium, it was observed that the mycelium of Acremonium
pinkertoniae acquired a characteristic blue colout, in addition to the formation of crystalloid
structures within thickened cell walls (Zapotoczny et al., 2007).

B, cinerea and P. expansum are fungi which commonly infect grape berries (Laforgue et al.,
2009). Bordeaux and Burgundy mixtures ate necessary to prevent from the growth of these moulds
in vineyards. However, due to regular treatments with these fungicides, it is weli-known that copper
accumulates in the soils up to 250 mg/kg (Pietrzak and McPhail, 2004). In order to ensure the
sustainability of vineyards, it is necessary to limit the quantities of copper applied to these cultures.
Little information is available on the effect of copper sulphate on radial growth rate and lag time of
these two grape rot fungi. The aim of this study was to assess the influence of copper sulphate on
radial growth rate and lag time of one strain of F. expansum and two strains of B. cinerea. The
minimum inhibitory concentration, MIC, for copper sulphate, was determined for these fungi by

means of predictive models.

2. Materials and methods

2.1. Fungal isolates

Penicillium expansum (strain 25.03) and Botrylis cinerea (strain BC1 and BC2) were

isolated from cv. Pinot grapes in September 2007 (Burgundy, France) and identified according to
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the descriptions of Samson et al. (2004). Moulds were maintained on Potato Dextrose Agar medium

(PDA; bioMérieux, Marcy I’Etoile, France) at room temperature, from 17 to 25°C.

2.2. Spore preparation

Fungi were inoculated on PDA medium and incubated at 25°C for 7 days. Sporulating
cultures were flood with 4.5 ml of a saline solution (NaCl, 9 g.I"') that contained Tween 80 (0.1 %
vol/vol). Suspension counts were determined by a Malassez cell and standardised to 108 spores ml .

10 pi of the spore suspensions were used to inoculate the centre of the dishes.

2.3. Medium

The PDA medium, pH 5.7, 0.99 a,,, was used for assessing the influence of copper sulphate
on radial growth rate and lag time. Copper sulphate was added to PDA medium as a solid salt
(CuSOy * 5 H,0) to final concentrations from 0 (control cultures) to 8 mM of copper (1I) ions with a

I mM increment. The incubation temperature was 25°C.

2.4. Growth measurements

Growth was evaluated daily by measurement of the diameter of the fungal colony along two
perpendicular diameters (Gervais et al., 1988). The mean radius was plotted against time and radial
growth rates, p, (mm day™') were evaluated from the slopes by linear regression. The lag time, A (h),
was determined from the intercept of the straight line with the initial radius of the inoculated droplet
(ca 4.5 mm). All experiments were carried out in triplicate at least for a maximum period of 8

weeks. Prior to fitting, a square-root (Dantigny and Bensoussan, 2008) and a logarithmic
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(Zwietering et al., 1994) transformations were used to stabilise the variance of p and 4, respectively.

2.5. Secondary models

The influence of copper sulphate on the radial growth rate was assessed by the following

(Yano and Koga, 1973):

[ e Hapt ]
‘\‘l .u-‘_ \ ) {. _C_u_ .,ng ( )
-\‘! =\ Cugp 'I

where popt (mm d") is the radial growth rate at Cu = 0 mM; Cuso (mM) is the copper sulphate
concentration at which p = po/2 and p, a design parameter. The influence of copper sulphate on lag
time was determined by the reciprocal of a re-parameterized Monod-type equation (Dantigny et al.,

2005a):

» Cigp o MIC—2Ch,, . CutC MIC
In (1)=n (2, =222 )
() P City i MIC— Cur) 2)

where Aoy (h) is the lag time at Cu = 0 mM; Cuzoo (mM) is the copper sulphate concentration at
which A = 2hgp and MIC (mM) is the minimum inhibitory concentration of copper sulphate at which
the lag time is infinite. All model equations were fitted to the data using nonlinear regression
software (SlideWrite 5.1, Advanced Graphics Software, Carlsbad, CA) based upon the Levenberg-

Marquardt algorithm as described previously (Dantigny, 1998).

3. Results
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The optimum radial growth rate of P. expansum strain 25.03 was equal to 2 mm d! (Table 1)
and characterized by a narrow confidence interval (ca. 10 % error). At Cuso = 2.41 mM, the radial
growth rate was equal to half the optimum growth rate, 1 mm d”'. The design parameter was
significantly greater than 1. The low RMSE value showed the suitability of the model for describing

the effect of copper sulphate on the radial growth rate of P. expansum 25.03.

At 0 mM copper B. cinerea strains BC1 and BC2 exhibited pop values equal to 15.9 and
14.3 mm d”' respectively, Table 1. The confidence intervals overlapped, therefore the pop values of
the strains BC1 and BC2 did not differ significantly. The model provided a good estimation of this
parameter, (less than 10 % and 7 % error for BC1 and BC2 respectively). The p values were 3.04

and 3.59 respectively.

The optimum radial growth rates of B. cinerea strains BC1 and BC2 were greater than that
for P expansum 25.03. But, the Cusy values were no significantly different between the studied
strains (ca. 2.4 mM). The Cuso did not depend on the radial growth rate. B. cinerea strains were
characterized by smaller p values than P. expansum although the differences were not significant.

Model proved less accurate for B. cinerea than for P. expansum (Table 1).

P expansum strain 25.03 was characterized by Ao equal to 13.6 h at 0 mM of copper, Table
2. The Cuyg, value was less than the Cusp estimated. Accordingly, at 0.8 mM the lag time was twice
that at 0 mM copper, whereas the effect of copper sulphate on the growth rate was not detectable
(Figure 1). At 4.65 mM the estimation of the lag time of P. expansum strain 25.03 was infinite,
therefore no growth could occurred. Accordingly this value was defined as the minimum inhibitory

concentration.

The optimum lag time estimated for B. cinerea, strains BC1 and BC1 was about 30 h. The
Cusgg values, 3.31 and 3.42 mM for BCI and BC2, respectively, were not significantly different.

These values were greater than the respective Cuso values, although not significant. The MIC value
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for B. cinerea was greater than the MIC value for P. expansum. In addition, the MIC value for the

strain BC1 was less than that estimated for the strain BC2 (Table 2).

B. cinerea strains exhibited Aq values greater than that of P. expansum. However, the
confidence intervals for Aqy did overlap between F. expansum and B. cinerea strain BC! due to a
wide confidence interval for the latter strain (Table 2). The estimated Cuago values were greater for
B. cinerea strains BC1 and BC2 than for P. expansum. The estimated MIC values were also greater
for B. cinerea than for P. expansum thus suggesting that the latter fungus was more sensitive to

copper sulphate than B. cinerea.

The model was fit to the experimental data for P. expansum 25.03, Figure 1. A correlation (r
= .84) was observed between the radial growth rate and the reciprocal of the lag time. In contrast,
for B. cinerea strains BC1 and BC2, in the range 0-4 mM, the radial growth rate decreased whereas
the lag time was constant. Beyond 4 mM of copper until their respective MIC concentrations, the

radial growth rate was constant whereas the lag time was increased (Figure 2 and Figure 3).

4. Discussion

The optimum growth rates, pop. were determined at OmM copper. The copper sulphate
concentrations at which the growth rate was equal to pop/2, Cusp were estimated by the growth
inhibition model. The copper concentration inhibiting the growth of Acremonium pinkertoniae by
50 %, Cusp = 250 mg/kg, 3.9 mM (Zapotoczny et al., 2007) was greater than the Cusp values
reported in the present study for P. expansum and B. cinerea (ca 2 mM). Usually the decrease of the
growth rate with increasing the concentration of the inhibitor can be represented by a model
exhibiting an upward or a downward concave shape (Dantigny et al., 2005b). In such a case the

minimum inhibitory concentration, MIC, can be determined as the concentration of the inhibitor at
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which no growth occurs. In contrast S-shape curves exhibiting an inflection point were observed for
the influence of copper sulphate on the radial growth rate of B. cinerea. Accordingly, a new model
equation was developed to fit the experimental data. However, the MIC, could not be determined by
this model, because the growth rate was almost constant for copper sulphate in the range 4-7mM or
4-8mM for the strains BC1 and BC2 respectively.

Because an infinite lag time results in an absence of growth, the MIC was defined as the
copper sulphate concentration at which the lag time for growth was infinite. A second model was
therefore developed to fit the lag time as a function of copper sulphate concentration and to estimate
the MIC. Copper tolerant fungi were defined as being capable of growth at approximately 100
mg/kg, 1.6 mM (Wainwright and Gadd, 1997). Among different fungi isolated from metal
contaminated agricultural soils, Alternaria sp., Aspergillus sp., Fusarium sp. and Geotrichum sp.,
showed low resistance to copper (MIC = 0.01-0.06 mM). Penicillium sp. and Rhizopus sp. exhibited
higher copper resistance (MIC = 0.13 and 0.14 mM respectively) (Zafar et al,, 2007). The MIC
values reported in this study for B. cinerea 7.28 and 8.22 mM and P. expansum, 4.65 mM, were in
the same range as values determined for white-rot and blue-stain fungi, 3 and 6 mM respectively,
and brown-rot fungi, 10 mM (Guillén and Machuca, 2008).

The moulds examined in this study showed a great tolerance at high copper concentrations
added in the PDA medium. However, comparisons of our data with MIC values from the literature
are difficult because the methods and the experimental conditions may be different. Other factors
should be taken into account when determining the MIC value and comparing results. The MIC
determined on solid media may not be the same on liquid media; agar can affect metal solubility
(Hartley et al., 1997). pH affects the availability of the metal. At acid pH metals exist as free ionic
cations, but at alkaline pH, cations precipitate as insoluble oxides or hydroxides. Compounds such
as citrate, cysteine, glutamate or EDTA, are able to chelate metals when added to the media and

though decrease toxicity (Gadd and Griffiths, 1978). In the present study, the maximum incubation
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time was equal to 6 weeks. A shorter incubation time, 2-5 days, was used to allow growth (Zafar et
al., 2007). The incubation time is an important factor that influences the MIC value. It is clear that
the behaviour of B. cinerea at high copper concentrations could not have been exhibited for short
incubation times.

Cervantes and Gutierrez-Corona (1994), described copper resistance mechanisms in fungi
such as copper binding in fungal cells, copper uptake or intra- and extracellular chelation of copper.
The tolerance of the species to copper should be assessed both in the ability to germinate and
hyphal extension afier germination (Phelan et al., 1990). These biological responses can be
evaluated from the lag time for growth, because germination occurred during that time, and from
the growth rate respectively. The radial growth rate and the lag time are though important indicators
of metal tolerance.

P expansum exhibited an increase in the lag time for growth with increasing copper
concentration. This indicated that germination was affected by copper. The growth of the germ
tubes was affected by heavy metals thus the rate of germination. Copper may bind on the surface of
the spores during germination so some time is necessary for a detoxification process and a selection
of surviving spores. This mechanism was clearly explained for Trichoderma viride for which 79 %
of the copper was found in the cell wall fraction. Copper got accumulated on the cell surface during
the lag phase for growth when germination took place so that the fungus could resume its normal
growth (Anand et al., 2006). Fungal cells, at lag phase (i.c., germination) or early stages of growth
have a higher biosorptive capacity for metal ions that that of stationary phase (Kapoor and
Viraghavan, 1997). The immobilisation of the metal on the surface of the cells reduced its
availability and toxicity.

The cell wall composition and the chitin content have an important role in tolerance
mechanisms in fungi. At 3.2 mM CuSO,, the copper resistant strains of Mucor rouxii bounded about

15 % more copper in the cell walls than in the cytosol and membranes (Ramirez-Salgado et al,
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1996). The surface binding was rapid and accounted for 30-40% of the total cobalt uptake for
Neurospora crassa (Venkateswerlu and Sastry, 1970). The blue cell walls of Acremonium
pinkertoniae contained ca, 11 % of copper ions whereas the chitin content was estimated to be 16 %
(Zapotczny et al., 2007). The accumulation of copper was temperature and pH dependent. The
optimal pH value for biosorption of copper is 5-9 (Voleski, 1990). Zinc uptake in Neocosmopora
vasinfecta was made in two phases, the first one represented adsorption to negatively charged
groups in the hyphal surface-membrane, whereas in the second phase the metal was deposited in the
cytoplasm and nucleus (Paton and Budd, 1972).

The lag time for growth of B. cinerea was not affected by copper concentrations from 0 to 4
mM. It is suggested that, in contrast to growth, the germination did not depend on these copper
concentrations. At greater concentrations, above 4 mM, copper delayed germination of B. cinerea
spores. More time was required for detoxification of the medium by binding copper at the surface of
some spores, thus preventing them from germination. However, it is suggested that this mechanism
allow the other spores to germinate once the medium is sufficiently detoxified. This hypothesis is
supported by the observed decrease in the viable spores at increased metal concentrations.
Leviskaite (2001) showed that only 20 % and 6 % of the spores of P. atramentosum were able to
germinate at 5 mM of cadmium and nickel respectively. Further investigations are necessary to
study the influence of copper on the percentage of viable spores and the influence of the number of
spores inoculated on the lag time for growth. Although speculative for the species herein studied,
the mechanisms as above described could explain the extension of the lag time and the growth

inhibition by copper reported in the present study.

5. Conclusions

The grape-rot fungi studied here are resistant to copper-based fungicides. Copper
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concentrations greater than 4 mM inhibited growth of P expansum and delayed germination of B.
cinerea. This concentration would be sufficient to control the development of these species. The
MIC determined in this study was the result of a toxicity measured in laboratory. It would be
interesting to compare this value to copper concentrations on grapes after vineyard treatment with

the “Bordeaux mixture™.
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Table 1. Parameter estimates and RMSE values for modelling the influence of copper on growth, 95
% confidence intervals in brackets

Mould Hop (mm day’') | Cuso (mM) p{-) RMSE
Penicillium expansum 1.99 241 4.43 0.070
25.03 {1.79; 2.19] [2.19; 2.63] [3.39; 5.48]

Botrytis cinerea BC1 15.9 221 3.04 0.254
[14.4; 17.4] [1.92; 2.50] [2.50; 3.59]

Botrytis cinerea BC2 14.3 2.60 3.59 0.181
[13.3; 15.2] [2.39; 2.82] [3.09; 4.11]

Cusp : Copper concentration at which g = po,/2, p : design parameter
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439
440  Table 2. Parameter estimates and RMSE values for modelling the influence of copper on lag time,
441 95 % confidence intervals in brackets

442
443
Mould Aopt () Cunog (mM) MIC (mM) RMSE
Penicillium expansum 25.03 13.6 0.809 4.65 0.244
[8.59; 18.7] [0.422; 1.19] [4.26; 5.05]
Botrytis cinerea BC1 29.6 331 8.22 0.532
[17.9;41.3] [1.84; 4.79] [7.99; 8.44]
Botrytis cinerea BC2 32.0 3.42 7.28 0.257
[26.1; 37.9] [2.67;4.17] [7.14; 7.42]

452 Cuyg = Copper concentration at which A = 2 hgp, MIC : Minimum inhibitory concentration
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
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488  Figure captions:
489

490  Figure 1: Effect of copper on radial growth rate (O) and lag time (@) of Penicillium expansum
491 strain 25.03

492

493  Figure 2: Effect of copper on radial growth rate (A) and lag time (&) of Botrytis cinerea strain
494  BC1

495

496  Figure 3: Effect of copper on radial growth rate (V) and lag time (V) of Botrytis cinerea sirain
497 BC2
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3. lll. 2. CONCLUSIONS

Pour les moisissures étudiées, lgd¥arie entre 2,2 et 2,6 mM. PoBr expansunon
a observé une corrélation linéaire entre le taugrdessance et I'inverse du temps de latence.
PourB. cinerea entre 0 et 4 mM, le taux de croissance diminuie émps de latence reste
constant. tandis que au dessus de 4 mM, le tawxaigsance reste constant et le temps de
latence augmente. On déduit donc que le cuivraentie la germination et la croissancd’de
expansumEn revanche, entre 0 et 4 mM, seulement la @osest influencée par le cuivre,
tandis que, de 4 mM a 8 mM, c’est la germinationsgibit les effets du cuivre.

Les moisissures étudiées ont montré une certagigtaéce au cuivre, les valeurs MIC
obtenues ont été égales a 4,7 mM pBuexpansums,2 et 7,3 mM respectivement pdair
cinereg souche BC1 et BC2. La détermination de la comagah minimale inhibitrice
(MIC) permet de voir dans quelle mesure la « BauiBordelaise » agit efficacement sur le
développement fongique, tout en sachant que lemmigaons peuvent développer une

résistance au cuivre.
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3. IV. EFFETS COMBINES DE LA TEMPERATURE, DU DIOXYD E DE
CARBONE ET DU CUIVRE SUR LA PRODUCTION DE GEOSMINE
PAR PENICILLIUM EXPANSUM

3. 1V. 1. Présentation

Ce travalil consiste a tester les effets de factenvdronnementaux et nutritionnels et
d’approcher les conditions qui limitent la prodocti de géosmine paP. expansum.
L’'approche expérimentale choisie a été la matrieddehlert, car elle fournit un maximum
d’'informations en un minimum d’expériences. On gtsssibilité d’étudier I'influence des
facteurs ainsi que leurs interactions, tout en gghusieurs niveaux pour chacun des facteurs.

P. expansuma été cultivé sur milieu Czapek Agar, en faisaatier les différents
facteurs d’aprés la matrice de Doehlert. Une garattaat de 10 & 30°C a été testée, afin de
couvrir les températures pouvant étre rencontr@égeegode estivale (jour et nuit).

Au cours de la maturation, pendant la véraisopolercentage de GGaugmente dans
'ambiance en raison de I'utilisation du malate plaurespiration. Compativement au glucose
et a 'amidon, le malate libére plus de £gar unité d’'Q consommeée. Cela nous a amené a
tester le CQ de la teneur ambiante (0,03 %) jusqu’a 100 fais 3,03 %), avec une valeur
intermédiaire (1,53 %).

Le troisieme facteur testé est le cuivre (sous éodr sulfate). Il intervient dans la
production viticole en particulier sous la formefdagicide appelé « Bouillie Bordelaise ». A
partir d’'une concentration de 12,75 mg/L expérirgdenirécédemment, nous avons déterminé

les niveaux en calculant des multiples de cetteuragntre O et 76,50 mg/L.
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Abstract

Aims: This study aimed at assessing the influence aofipeature, 10-30°C, copper
concentration, 0-76.50 mg'land CQ in the headspace, 0.03-3%, on the production of

geosmin byPenicillium expansuraccording to a Doehlert design.

Methods and Results:
In the experimental domain, the factors were rankgdn increasing order of importance,
temperature, C®Oand copper concentration. Production of geosmis emhanced at low

temperature, 0.03 % GQ@i.e., atmospheric level) and high copper conedian.

Conclusions: Up to 3150 ng 1 geosmin were produced on Czapeck agar after 7 days

incubation under atmospheric G20°C and 63.75 md kcopper.

Significance and Impact of the Study:Low copper concentration on grapes, as a result of

cupric fungicide treatments of vineyards (i.e. lmbagse mixture) may stimulate geosmin

production byP. expansum
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Introduction

Grape rot is one of the major causes of degradadibrgrape compounds, leading to
deterioration of wine quality. Over the past teangewinegrowers in Burgundy have observed
organoleptic defects with earthy/musty odors in tswand wines made with rotten grapes.
The compound responsible for this odor in Bordeaixes was identified as geosmin by
Darrietet al (2000). The content of geosmin in various Bordeaines varied between 20
and 300 ng't, thus indicating that the concentrations wereetomes clearly higher than the
perception threshold of racemic mixture of geosasrdescribed in the literature ca. 201g |
in water (Maga 1987).

Penicillium expansunand other species have long been associated vatimative
odors. Raper and Thom (1949) described the odoradgbus penicillia as being “strong,
moldy or earthy” P. expansunandP. crustosunThom), “moldy* (. claviformeBain andP.
olivino-viride Biourge). Matheis and Roberts (1992) identifiedoggain as the primary
component of the odor associated withexpansumMicrobiota on grapes with earthy odor
was analyzed and its potential to produce geosmimmalt agar and grape juice tested.
According to La Guerchet al. (2004 and 2006) all the strains producing geodmiong to
only onePenicilliumspeciesP. expansum

For various microorganisms, geosmin production aféscted by environmental and
nutritional factors. Abiotic factors (temperatuheimidity, oxygen concentration) were tested
separately to identify their influence on geosmioduction byP.expansumrlhe modification
of these factors affected growth, sporulation aedsgnin production dP. expansunbut did
not have a direct effect on its synthesis (La Goert al, 2005). A study of the impact of

grape juice composition) on geosmin productiorPbgxpansuniLa Guercheet al, 2007)
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revealed the importance of nitrogen composition: onium played a leading part in
inducing geosmin synthesis but mixed amino acitihited geosmin synthesis.

Global warming may lead to important variations rainfalls, temperature and
percentage of carbon dioxide in the atmospherein@ieased accumulation of geosminPin
expansumexposed to 40°C, but no geosmin was produceddnrdhge 10-30°C 48h after
inoculation (Dionigi and Ingram, 1994). An increase geosmin accumulation was also
reported by these authors whHenexpansumwas incubated at 10%,(But to our knowledge,
the effect of CQ on geosmin accumulation . expansumvas never studied. It should be
noted also that C{£xan be accumulated localy whEenexpansuns found on the stem.

Copper salts through the use of bordelaise mixt@GaOH) + Cu SQ) are widely
applied as fungicide against mildew of grape viA® increased growth and geosmin
accumulation irP. expansumvere observed by exposure to copper (1 and 5ngHrough
the addition of copper sulphate to growth mediao(ii 1995, Dionigi et al. 1996). The
intensive and long-term use of copper has raisederos regarding the negative effects on
the environment (Beltrami and Capri, 1999; Caprlet1999) and wine quality (Gennaro et
al., 1986). Copper concentrations in the top sedposed to these treatments exhibited
commonly values in the range 100 to up 1500 mig(8yun et al., 2001). For these and other
reasons, the EC N° 1410/2003 has fixed maximunduesievels MRL in grape and wine of
20 mg kg and 1 mg I, respectively. But a recent study has shown ti38 bf grape
samples and 18% of wine samples exceeded the MRBic{&Esparza et al., 2006).

This study aimed at assessing the combined eftdctsmperature, 10-30°C, copper
concentration, 0-76.50 mg' land CQ in the headspace, 0.03-3%, on the production of

geosmin byPenicillium expansuraccording to a Doehlert design.

122



88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

Material and Methods

Isolation of microorganisms

Microorganisms were isolated from rott¥itis vinifera cvsPinot noir, collected in Morey-St
Denis vineyards in 2007. Each grape sample was edashith the same weight of saline
(NaCl 9 g 1), containing Tween 80 (0.1% v/v) to remove micgatisms from the berries.
The suspensions were stirred for one hour at arhl@nperature (approximately 20°C.
Fractions of 0.1ml of the diluted suspensions (frbdit to 10 were spread on Petri dishes
containing Rose Bengal agar medium and incubate@5&€C. After 7 days incubation,
colonies were counted, isolated in pure culture arantained on Potato Dextrose Agar
(PDA; BioMérieux, Marcy I'Etoile, France). Amongshe isolated strainsPenicillium
expansunmwas identified at the laboratory according to roacopic criteria (Samson et al.,

2004).

Media and incubation devices

Czapek broth (Difco) solidified by agar (15 §) lwas used as basal medium (Raper and
Thom, 1949) Cultures ofP. expansunwere incubated in the range 10-30°C. The effect of
CO, was investigated in incubators with atmospheredamoimg 0.03, 1.5 and 3.0 % GO
Supplementation in copper sulfate (CuSGH,0) was tested in the range 0-76.5migfl
copper. Petri dishes were incubated for 7 dayseinmbtically closed devices that contained
water to maintain a constant relative humidity tlgloout the experiments as described

previously (Sautour et al., 2001a).
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Quantification of geosmin

The sporulating mycelium and the agar medium (apprately 15 ml) were removed from
the plate and mixed into 100ml of absolute ethaodition (20% v/v) with a magnetic stirrer
at 250 rpm 20°C for 1h. After filtering the mixtuyr@ 6 ml aliquot of sample was diluted with
ultra pure water UHQ. According to Dumoulin and &iket (2004), geosmin was quantified
at Laboratoire Exact, (Macon, France). Briefly, giain (d5) was used as internal standard.
Solutions of geosmin and geosmin (d5) i@ I* were prepared by dilution with absolute
ethanol. The volatile compounds were extracted BYIE fiber on a polydimethylsiloxane
(PDMS) at 40°C for 30 min. SPME fiber were desorfi@d10 min in the injector of a gas
chromatograph coupled to a mass spectrometer iap. tThe separation of volatile
compounds was conducted on a capillary column VES-(MARIAN). Identification of
geosmin and geosmin (d5) was performed in MS/M§@nfientation ion selective 112 and
114, respectively. Quantification was based onidims son 97 (geosmin) and 99 (geosmin

(d5)). Limits of detection and quantification ofagenin were 5 and 10 ng,Irespectively.

Experimental matrix

An experimental domain was defined over 10-30°@pen 0.00-63.75 mg'land CQ 0.03-
3.0%. The Doehlert design allows the descriptioa oégion around an optimal response and
contains k+ k + 1 points for k factors. For 3 factors, a sbtl3 experiments was required
and, in that case, one of the properties of thenloedesign is the uniform distribution of the
experiments in a three-dimensional space (Sautoal.,e2001b). Thus, 12 experiments are
equidistant from a central experiment (ExperimeB} Aaving the coded values: (0, 0O, 0).

Experimental values are listed in Table 1.

124



137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

Analysis and interpretation of the results

The experimental response, Y, was the concentraifogeosmin ngt. A second-order
polynomial relationship which included quadraticnte was used to determine the optimum

or minimum conditions for geosmin accumulation.

Y = bo + Xy + bp Xo + by Xz + by Xa2 + bpoXo® + ba Xa® + bra XaXo + byaX1Xs + bpaXoX3

where X (temperature), X(copper) and X(CO,) = coded factors studied.

Multiple regression analysis based on the leastirequnethod was performed by using
Nemrodw software (LPRAI, Marseille, France). Thealgmis concerned the linear and
quadratic effects of the three factors and theeractions. The significance of the coefficients
was evaluated by multiple regression analysis bapet the F-test with unequal variance,

P<0.05 (*) and P<0.01 (**).

Results

The concentrations of geosmin are shown on Tableebardless of temperature and CO
level, high concentrations of geosmin, greater tha@0 ng T, were obtained at 76.5 m{ |
copper. In contrast, for copper free media, comaéinhs of geosmin remained less than 100
ng . There is a trend in an increase of geosmin prtimlucwith increasing copper
concentration. The highest geosmin concentratia6p3g 1, was exhibited at 63.75 m{g |
copper, 0.03% CPand 20°C. Production of geosmin was stimulated.88% CQ. In
contrast, at 3% CK£) concentrations of geosmin were less than 15 hgThe effect of
temperature on geosmin production was less clahreqquired a statistical analysis.
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The model coefficients of the polynomial model adisted on Table 2. The b0
coefficient represented the concentration of gensmoduced at 20°C, 38.25 mg ¢opper
and 1.5% CQ experiment 1. The estimated value by the modsi1b ng 1, was close to the
experimental datum, 5 ng.|However, compared to the high concentrationsatietiein other
experiments, 10 ng'lwas a low concentration and b0 was not a sigmifigarameter of the
model. In contrast, bl was a significant parametéhe model. The negative value indicated
that greater concentrations of geosmin can be rddaat 10°C than at 30°C. In contrast, the
positive value of b2 was synonymous for greaterceatrations of geosmin at 76.5 my |
copper than at 0 mg'l More geosmin can be produced at 0.03%, Gan at 3%, as
suggested by the negative value of b3. The sigmfie of the main effects of the factorg, X
(temperature), X(copper) and X(CQ,) can be ranked according to the absolute valubeof
model coefficients. In the experimental domain|4ld3|<|b2|, thus by an increasing order of
importance, the most important factors were tentpegaCQ and copper.

Compared to the quadratic effects of copper abg @at one of temperature was not
significant as demonstrated by the p-value, 2%Bopned for bll, Table 2. The interaction
effect between temperature and copper was notfisigni either as highlighted by the p-
value, 13.8, for bl2. In contrast, significant madion effects were shown between
temperature and GOb13 = 1181.3, and between copper ang,®23 = -1088.6. Both these
effects were synergistic. Assuming the terms blaKd b3.X3 positives, X1 and X3 should
be negatives, due to bl and b3 also negativesterheb13.X1.X3 was positive, such as the
other terms b1.X1 and b3.X3, thus increasing tloelypetion of geosmin. Similarly, assuming
the terms b2.X2 and b3.X3 positives, X2 should d&itpve and X3 negative due to b2>0 and
b3<0. The effect of interaction between the facXi2qcopper) and X3 (C£) was synergistic

because b23.X2.X3 was positive. The polynomial rhadsociated with the surface response
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186 methodology can be used also as a predictive mamisliggested by a regression coefficient
187 close to one,r= 0.99.

188 At 1.5 % CQ, the estimated geosmin concentrations were shava fnction of
189 temperature and copper, Fig. 1. For copper cormimis less than 38.25 mg knd at
190 temperatures greater than 20°C, no geosmin canrdmuged according to the model. In
191 contrast, at 15°C, 76.5 mg topper, the value of geosmin predicted by the mads greater
192 than 2500 ngl. This result was in accordance with the experimenalue, 2620 ng™}
193 obtained for experiment 6, Table 2.

194 At 38.25 mg T copper, no geosmin can be produced at temperatihe range [20,
195 30°C] and CQin the range [1.5, 3%]. However, whatever the terafure, at the atmospheric
196 CO;, concentration, 0.03%, a significant concentrabbgeosmin can be produced according
197 to the model, Fig. 2.

198 At 20°C, no geosmin can be produced at coppererurations less than 38.25 my |
199 and at CQlevels in the range [1.5, 3%], Fig. 3. In the lowight quarter of the graph, a clear
200 increase of the concentration of geosmin was desdtrwith increasing the concentration of
201 copper. The maximum response curve was set to 8§08 geosmin, but 3150 ng'lwas
202 obtained at 20°C, for 63.75 mid topper and 0.03 % GQexperiment 10.

203

204  Discussion

205

206 In this experimental domain, temperature was Sgamt. It was shown that geosmin
207 production was enhanced at 10°C. In contrast tbmass produced at 10°C was less than that
208 produced at 30°C. Therefore, the specific geosmadyrction was greater at 10°C than at
209 30°C. Saadoun et al. (2001) analysed the geosrootuption by the cyanobactedamabaena

210 sp. They noticed that the ratio of the geosmin peed to the biomass was maximum at 15°C
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228

229

whereas the geosmin production by the cyanobaajesetly decreased above 20°C. Geosmin
production was negatively affected by an increds€@ concentration. Whatever the levels
of copper content and temperature, the geosminuptmsh remained close the limits of
quantification. It was shown that elevated carbooxide concentrations decreased the
production of geosmin itreptomyces albidoflavi{Sunessoret al., 1997). The decrease in
the production of secondary metabolites at elev@®gconcentration was observed for other
fungi. At 20% CQ concentration, a low biomass and penicillin cotiadions were reported
by Ho and Smith (1986) thus indicating an inhibitief both primary and secondary
metabolism. To inhibiP. verrucosungrowth and OTA production by 75% Cairns-Fulétr

al (2005) showed that at least 50% G&as needed. It is worth keeping in mind that eleda
CO, may impact the production of geosmin in combiratio other factors such as copper
concentration as suggested by the results of #mept study.

Up to 3150 ng't geosmin were produced on Czapeck agar after 7idaybation at
20°C and 63.75 mg'lcopper under atmospheric €But, important geosmin concentrations
can also be obtained in less favourable conditiovtker atmospheric GOFor example, 1939
ng I'* at 15°C and 25.50 md kopper. It is difficult to correlate the concetivas of geosmin
obtained in this study with the concentrations ttet be found in wine. But, due to a very
low perception threshold, earthy/musty odors maydbtected in wines for environmental

conditions far from the optimum ones.
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Conclusions

It is difficult to correlate the concentrations géosmin obtained in this study with the
concentrations that can be found in wine. But, tlmea very low perception threshold,
earthy/musty odors may be detected in wines forirenmental conditions far from the
optimum ones. The enhancement of geosmin producti®n expansumvas demonstrated at
low temperatures, high copper content and atmospl&D, concentration. However, the
concentrations of geosmin found in this study wetgtained on Czapek agar. The
concentrations of geosmin producedRyexpansunshould also be evaluated on grapes and
correlated to the quantities of geosmin detectedine. The mechanisms that could explain
the role of cupper in the enhancement of geosmaudymtion remained unknown. More
studies should be conducted to quantify more atelyréhe effect of cupper on the growth

and on the production of geosminRnexpansunon grapes.
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Figure captions

Figure 1 Contour plot of the influence of copper and tempera on the production of

geosmin on Czapek agar Bgnicillium expansurat 1.5% CQ.

Figure 2 Contour plot of the influence of G@nd temperature on the production of geosmin

on Czapek agar byenicillium expansurat 38.25 mgt.

Figure 3 Contour plot of the influence of G@nd copper on the production of geosmin on

Czapek agar blenicillium expansurat 20°C.
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381 Table 1 Experimental values for assessing the influencdaofors (temperature, cupper

382 concentration and C{pon the production of geosmin IBenicillium expansunon Czapek

383 agar.
384
Experiment Coded values Experimental values Response
X1 Xo X3  Temperature °C Copper mgt CO, % Geosmin ng
1 +1 0 0 30 38.25 15 5
2 -1 0 0 10 38.25 15 710
3 +0.5 +0.866 O 25 76.50 15 1659
4 -05 -0866 O 15 0.00 15 84
5 +0.5 -0.866 O 25 0.00 1.5 17
6 -05 +0.866 O 15 76.50 1.5 2620
7 +0.5 +0.289+0.816 25 51.00 3.0 5
8 -0.5 -0.289 -0.816 15 25.50 0.03 1939
9 +0.5 -0.289 -0.816 25 25.50 0.03 300
10 0 +0.577 -0.816 20 63.75 0.03 3150
11 -0.5 +0.289+0.816 15 51.00 3.0 13
12 0 -0.577 +0.816 20 12.75 3.0 10
13 0 0 0 20 38.25 15 10
385
386
387

388 Table 2List of model coefficients and p-values

389
Coefficient Value p-value
b0 10.0 96200
bl -510.6 1.78
b2 1197.5 0.1,
b3 -1094.3 0.158
b1l 347.5 29892
b22 1330.9 1.48
b33 919.6 3.89°
b12 -516.2 138, |
b13 1181.3 2.45
b23 -1088.6 3.8%5
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3. 1V. 2. CONCLUSIONS

De fortes quantités de géosmine sont produiteasaebtempérature, G@mbiant et
forte concentration en cuivre. Grace a la matrieeDbehlert, on a pu observer que la
température et la teneur en cuivre sont des facteuportants dans la production de
géosmine. 3150 ng/L de géosmine ont été produiP€s°& et 63,75 mg/L de cuivre.

Le cuivre résiduel retrouvé sur les raisins, apesstraitements par des fongicides,
peut stimuler la production de géosmine pParexpansumNéanmoins, avec ce plan a 13
expériences, les conditions conduisant a la praslughinimale de géosmine ont pu étre
définies. Cependant, la production de géosminet alétrite sur milieu gélosé modéle. Elle

doit maintenant étre confirmée sur matrice raisin.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L'objectif de cette étude est de répondre aux @mlels posés par l'apparition
d’arbmes terreux dans les vins, dépréciant ainsid@alité et entrainant des pertes pour les
viticulteurs.

La principale molécule responsable de ces altémtiest la géosmine. Les
observations effectuées sur le terrain et les @rguiupres des viticulteurs révelent que le
défaut terreux est déja percu au niveau de la grapp

Parmi la microflore indigene de la pellicule dusmj une partie a été identifiée
comme responsable des déviations organoleptiqeegxpansumest connu en tant que
producteur de géosmine (Dionigfi al, 1996).

La présence de déviations organoleptiques dansalebreux cépages nous a motivés
a une étude approfondie de la microflore des bdgemaisins en Bourgogne. L’influence des
facteurs environnementaux et nutritionnels, sur développement des moisissures
productrices de géosmine, représente notre principectif.

Les résultats obtenus lors de I'identification malogique et moléculaire ont mis en
évidence la présence majoritaire Bletrytis sp.et Penicillium sp.en Bourgogne, des genres
caractéristiques comme contaminants de la vigné&s{lercheet al, 2006).

La validation du modele prédictif sur baies deingisnous a permis de déterminer les
taux de croissance des champignons testés, sohebtions avaient été optimales, en tenant
compte du fait que certains facteurs intrinsequesatsin (comme I'qa interne de la baie) ne
peuvent pas étre modifiés. Cette étude est uniodigpensable qui pourra étre utilisé par la
suite, pour valider un modéle prédictif sur d’astpeoduits alimentaires.

L’effet du cuivre sur le temps de latence et lassance d®&. cinereaet P. expansum
a permis de déterminer les concentrations minimatdsbitrices en cuivre (CMI)
correspondantes, lesquelles, a notre connaissarmd®, pas été précédemment rapportées
dans la littérature par le biais des modeles ptiéslicL’'originalité de cette étude a été
d’utiliser un modéle qui détermine la CMI par lénnédiaire du temps de latence, di au
comportement spécifique d& cinereaen présence de cuivre, et non pas par l'internrédia
de la croissance comme cela a été fait auparalamttignyet al, 2005b). Les moisissures
testées ce sont montrées résistantes au clviexpansunc’est développé jusqu’a 4 mM de
cuivre tandis que les deux souchesBdeinerea BC1 et BC2, jusqu’a 8 et 7 mM de cuivre.
Ces concentrations sont donc suffisantes pour @entte développement des moisissures

141



contaminantes de la vigne. Les fongicides doiveet @osés et appliqués en conséquence. La
toxicité mesurée au laboratoire doit étre confirppaedes expériences dans le vignoble, pour
étudier la réponse des moisissures envers undtéooridong terme due a 'accumulation du
cuivre.

Des études peuvent étre envisagées afin de déwmrdanvariation, sur plusieurs
années, de la concentration en cuivre sur la pélidu raisin et étudier la corrélation de
celle-ci, avec la présence Beexpansunet la quantité de géosmine. Des méthodes de dosage
du cuivre sur le raisin ont été déja mises au panis le laboratoire.

L’étude des effets combinés de facteurs environnémoe et nutritionnels sur la
production de géosmine pd&. expansuma mis en évidence un accroissement de la
production avec I'augmentation de la concentragancuivre. Ces résultats confirment les
résultats antérieurs de Dionigfi al, (1996) et apportent des réponses supplémentaaekes
concentrations testées dans notre étude sont mettersupérieures a celles testées
précédemment (1,2 mM par rapport a 0,08 mM). Aptgsurs de culture sur milieu de
Czapek, 3150 ng/L de géosmine sont produitePpaxpansuna 20 °C et a 1 mM cuivre.
Le cuivre a un effet activateur sur la productienggosmine et cet effet est maximisé par une
température sous-optimale de 20 °C. Cela appogdndermations au niveau du vignoble :
notamment durant la période antérieure a la veralgmgndant laquelle la concentration en
cuivre sur les raisins est la plus faible, en maide I'arrét des traitements par les fongicides,
on est alors pour ce facteur dans les conditiomsnmsant la production de géosmine |par
expansum

En perspective il sera intéressant de comprendneélzanisme d’action du cuivre sur
la production de géosmine. Des expériences onmétges au laboratoire pour identifier le
gene qui code pour l'aristolochene synthase, derréézyme qui intervient dans la voie de
biosynthese de la géosmine, déja décrite €hemqueforti(Carutherset al, 2000). Ce travall
permettra de donner de bonnes bases pour continélercider la voie de biosynthése de la
géosmine. Par la suite, la (+) aristolochéne poétra déterminée par SPME a partir des
cultures deP. expansunsur milieu solide supplémenté en cuivre, afin uér si I'effet du
cuivre est corrélé a la derniere étape enzymatigms la voie de biosynthese de la géosmine
(Demyttenaeret al, 2002)

En conclusion, le travail de cette thése a condribla caractérisation d'une espeee (
expansumresponsable du défaut organoleptique di a langi@es au moyen des outils de la

mycologie prévisionnelle. Il a permis de testerdéfets des facteurs liés a la production de
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géosmine, et en particulier de vérifier sur milraodéle I'effet du cuivre, élément actif des
fongicides.

En perspective, une connaissance de la germindgospores dd. cinereaet P.
expansum en fonction du cuivre, apportera des informaticupplémentaires en ce qui
concerne les mécanismes de résistance aux fongidideméthodologie expérimentale, déja
mise au point durant le travail de Master Reche(dbdetet al, 2008, Annexe 1) pourra étre
utilisée et adaptée. La germination des sporeB.denereaet P. expansunsera observée
dans une solution d’eau physiologique supplémeséeuivre, a travers la boite de Petri. Les
observations microscopiques de la germination pgu@tre un point de départ pour la
compréhension des mécanismes de résistance ae.cué&znouveau modele de germination
qui permet de décrire les difféerentes types delmside germination (Dantigret al, 2011,
Annexe 2) sera trés outil car on ne connait pasrerle type de courbe de germination des

spores en fonction du cuivre.
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ABSTRACT

The effects of water activities for sporulation (awsp) and germination (ayge) on the distributions of the
growth rate of the germ tubes () and the germination time (t) of Penicillium chrysogenum conidia were
determined by monitoring the length of the same germ tubes throughout the experiments
automatically. No relationship between the individual t¢'s and u’s could be established. Irrespective
of the water activity for germination, x was greater and t; was less for conidia produced at 0.95a,, than
that at 0.99aysp. At 0.99 ayge the mean and the standard deviation of t; were smaller than those
obtained at 0.95ayge. At 0.99ay,ge, normal distributions for x and tg were exhibited, but not at 0.95ayge.
The cumulative frequencies were used to reconstruct the germination curves. Great differences in the
percentage of spores capable of germination (P¢) and in the mean germination times between conidia
produced at 0.95ays, and at 0.99a,,s, were clearly exhibited at 0.95a,., thus demonstrating the
paramount influence of sporulation conditions on germination Kinetics.

Penicillium
Germination

Water activity
Predictive mycology

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Most of the experiments that concerned growth of bacteria and
moulds were carried out using a large inoculum. However, in most
cases, products are contaminated by a low initial level of
organisms. In some cases this level maybe as low as a single
spore. Therefore, for improving the prediction of microbial
growth, the distribution of kinetic parameters such as the lag
time should be determined (Dantigny et al., 2007). The effects of
water activity (a,) and temperature (T) on the distribution of
radial growth rate (g) and lag time (1) for growth of single spores
of Aspergillus flavus and Fusarium verticillioides were assessed
(Samapundo et al., 2006). All the distributions were normal. The
standard deviations were increased by decreasing the a,, but the
effect of T on the distributions was less clear.

Germination can be considered as the main step to be focused
on, because a product is spoiled as soon as visible hyphae can be
observed (Dantigny et al, 2005). For a single spore, the
germination time is defined as the time at which the length of
the germ tube was equal to the greatest dimension of the swollen
spore (Dantigny et al., 2006). It is well known that spores did not

* Corresponding author. Tel.: +333 8039 6671; fax: +33 3 8039 6640.
E-mail address: phdant@u-bourgogne.fr (P. Dantigny).

0740-0020/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/.fm.2008.05.007

germinate at the same time, but the distribution of the growth
rate of germ tubes (1) and the germination time (tg) amongst a
population of spores has not been examined yet.

Water activity (a,,) was the main factor for explaining the
variability of the time to obtain 90% germinated spores (Sautour
et al., 2001b). Reduced a,, has the effect of reducing the mean rate
of extension of the germ tube, in addition to increasing the mean
germination time (Tomkins, 1929; Heintzeler, 1939; Snow, 1949;
Charlang and Horowitz, 1971; Pascual, 1998). It is suggested that
ay may have a great influence on the distributions on the
germination parameters, x and tg.

This study aimed at assessing, not only the effects of the water
activity for germination (ayg.), but also those of the water activity
for sporulation (ays,) on the distributions of x and ts. It was
shown that germination plots generated for normal distributions
were symmetrical with respect to the inflection point and should
be fitted by the logistic model (Dantigny et al., 2007). These
authors have also demonstrated that asymmetric germination
curves can be simulated assuming skewed distributions. There-
fore, the distributions described in this study were tested for
normality, the skewness coefficients were evaluated and the
germination curves were redrawn from the cumulative frequen-
cies. It was the purpose of this study to analyse the frequency
distributions of the parameters germ tube growth rate and
germination time in Penicillium chrysogenum and to derive
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hypothesis about the biological and mechanistic reasons resulting
in different frequency distributions.

2. Material and methods
2.1. Mould and media

P. chrysogenum was maintained on potato dextrose agar (PDA)
medium (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) at room temperature
(18-25 °C). The media for spore production and spore germination
was PDA. The initial pH for all experiments was 5.7 +0.1. Water
activity (ay) in these media was adjusted by substituting part of
the water with an equal weight of glycerol (Gervais et al., 1988).

2.2. Spore production

The PDA medium was adjusted to 0.95a,s, and 0.99a,s, and
was incubated at 25 °C for 7 d. Spores were collected by flooding
the surface of the plates with 4.5ml of sterile saline solution
(NaCl, 9gI~! of water) containing Tween 80 (0.05% vol/vol;
Prolabo, Paris, France) and glycerol for keeping a,, at the set value.
After counting the spores on a Malassez cell, the spore suspen-
sions were standardised to 1 x 10 sporesml~! for further exam-
ination of about 20-50 spores per microscopic field.

2.3. Spore germination

The device used in this study was made from a Petri dish and
was described previously (Sautour et al., 2001a). The PDA medium
was adjusted to 0.95ayge and 0.99a,g. and was poured on the
internal side of the lid of the Petri dish. In order to equilibrate the
relative humidity inside each device after inoculation, an appro-
priate water/glycerol solution (15ml) was poured into the
Petri dish. The water activity of this solution was identical to
that of the culture medium tacked to the lid. The devices sealed
with Parafilm® constituted the closed incubation chambers.
After solidification, the medium was inoculated with 10l of the
standardized suspensions.

2.4. Germ tubes monitoring

Without opening the devices, spores (20-50 per microscopic
field) were examined through the Petri dish lid every 15 min for a
maximum duration of 3 d. In order to examine about 100 spores
per experimental condition, experiments were repeated twice to
four times depending on the experiment. The temperature was
2041 °C. The length of the germ tube was measured by means of a
Leica DMLB ( x 400) (Leica, Rueil-Malmaison, France) connected
to a Kodak Mega Plus E.S. 1.0 (Kodak, San Diego, CA) camera.
Pictures were analysed using Matrox Inspector 2.2 (Matrox
Electronics Systems Ltd, Dorval, Canada). The length of the germ
tube (I) was plotted against time. Prior to pooling the data, a
Student t-test was performed for comparing the variance and the
mean. The growth rate of the germ tube (u) was evaluated from
the slope of the straight line. The germination time (tg) was the
time at which the length of the germ tube equalled one spore
diameter and was determined as the intercept between the
straight line and the spore diameter (approximately 10 pm).

2.5. Model fitting

Germination data were obtained by calculating the cumula-
tive frequencies. Two models for fitting the germination data

157

were used:

The Gompertz equation :

P=Aexp<_exp[%(l)(5—t)+1]> 1)

where A (%) was the asymptotic P value at t—+oc, pm ($h™1) was
the slope term of the tangent line through the inflection point (t;)
as defined further, 5 (h) was the t-axis intercept of the tangent
through the inflection point and t was the time (h). The inflection
point was determined as follows (Dantigny et al., 2003):

ti =35+ A/(ume(1)) )

Be Prax
p= 1 + explk(z — )] 3)
where P,ax (%) was the asymptotic P value at t—+cc, 7 (h) was the
inflection point where P equals half of the Py.y, t was the time (h)
and the slope of the tangent line through the inflection point was
kPmax/4, k (h~1) (Dantigny et al., 2006).

The logistic function :

2.6, Statistics

The distributions of 4 and t; were analysed using Analyse it®
software that is based on the Shapiro-Wilkinson test. Non-linear
regressions were performed by SlideWrite 5.0 (Advanced Graphics
Software, Inc., Carlsbad, CA, USA). This software was based upon
the Levenberg-Marquardt Algorithm. The goodness of fit was
evaluated by means of the root mean square error (RMSE) and
extracted from ANOVA tables.

3. Results
3.1. Germ tubes elongation

The growth rate of the germ tube was plotted against the
germination time for each spore, Fig. 1. At 0.99a,g., the
germination time did not depend on the water activity for
sporulation, 9.9+0.8h and 11.4+1.0h at 0.95a,,, and at 0.99a,p
respectively, Table 1. But, at 0.95a,p, the variance was 3-fold that
one obtained at 0.99a,p, Table 1. An increase of the mean growth
rate of germ tube can also be observed with decreasing the mean
germination time. The same observation was made at 0.95age.
The mean growth rate at 0.95aysp, 4.19h, was greater than that
one at 0.99ay,, 2.23 h, whereas the mean germination time at
0.95a,sp, 35.1 h, was smaller than that one obtained at 0.99a,.s,,
459h, Table 1.

However, the increase of the mean growth rate of the germ
tubes with decreasing the mean germination time that was
observed at 0.99ayge and 0.95a,g was no longer true if the
experiments carried out at the same water activities for sporula-
tion and for germination were compared. At 0.95a,s, and
0.95a,e, the mean growth rate of germ tubes was not signifi-
cantly different than that one obtained at 0.99a,,s, and 0.99a,.,
Table 1. But at 0.99a,,s, and 0.99a,,., the mean germination time
was much smaller, 11.4 h, than that one calculated at 0.95a,,sp and
0.95ayge, 35.1h. Moreover, no correlation between individual
growth rate of the germ tubes and the germination time was
found.

3.2. Distributions of the growth rates of the germ tubes

At 0.95aysp, and 0.95ayge, the Wyaiye, 0.974, was not signifi-
cant at the significance level « = 0.05, Table 1. In contrast,
the skewness coefficient, S = 0.554, was significant. A positive
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skewness coefficient means a longer right tail (more density of
data on the left hand of the distribution), Fig. 2a.

At 0.99a,,5, and 0.95a,,., the positive skewness value, 1.279,
was even higher and highly significant, P<0.001, and clearly
showed that the distribution was not centred, Fig. 2b. As
compared to the mean growth rate, x = 2.23 umh~’, the density
of data on the left hand of the distribution (cumulative frequency
of about 47) was greater than that on the right hand (cumulative
frequency of about 17). In these conditions, the Wyajue, 0.886, was
significantly less than 0.947, thus demonstrating that 4 was not
normally distributed, Table 1.

At 0.99a,,., Whatever a,,s, was, W values were greater than
0.947 and significant at the significance level « = 0.05, Table 1. In
these conditions, x values were normally distributed, Fig. 2¢ and d.
None of the skewness coefficients was significant.

3.3. Distributions of the germination time

At 0.95ay,5, and 0.95a,,., the positive skewness value, 0.987,
was highly significant, P<0.001, and demonstrated clearly that
the distribution was not centred. The smoothing curve exhibited a

12

10

Growth rate of the germ tubes (um h™)
(¢
T

0 I ! L I |
0 10 20 30 40 50 60

Germination time (h)
Fig. 1. Growth rate of the germ tubes vs germination time of Penicillium

chrysogenum conidia at (A) 0.950,sp/0.950wge; (@) 0.99,5/0.950yge; (A)
0.95045p/0.99Gwge; (©) 0.9905p/0.99a ge.

Table 1

maximum frequency approximately at 32.5h, Fig. 3a. More
density was observed in the left-hand side of the distribution,
thus the skewness coefficient was positive. The Wijye, 0.923, was
significantly less than 0.947, thus demonstrating that t; was not
normally distributed, Table 1.

At 0.99ays, and 0.95a,,ge, none of the W and skewness values
was significant, Table 1. The density distribution was shown
in Fig. 3b.

At 0.95ays, and 0.99a,ge, the mean germination time was
9.9 h, Table 1. The skewness coefficient was not found significant,
Table 1. In contrast, the Wy, Was significantly greater than 0.947,
thus suggesting that tg values were normally distributed, Fig. 3c.

At 0.99aysp and 0.99a,yge, both the W and the skewness values
were significant, Table 1. In these conditions, t; values were
normally distributed, Fig. 3d.

3.4. Modelling of the germination curves

The germination curves were reconstructed from the cumula-
tive frequencies of the germination time as described Fig. 3. In all
cases, but for the Gompertz equation at 0.99aysp; 0.95ay., the
ratio, nger/Nobs, Was within the 95% confidence intervals for A or
Pmax. Normal distributions were obtained at 0.99a,,. It was
shown from the RMSE values that the logistic model performed
better than the Gompertz equation, Table 2. At 0.99ay5p; 0.99a,ge,
the normal distribution of t; was skewed, S = 0.585 (P = 0.026).
For a strictly normal, centred distribution, t; should be equal to
the value of 7 at the inflection point of the logistic model. Due to
skewness, in addition to non-strictly normal distribution, the
mean germination time, tg = 11.4h, was greater than z = 10.6 h,
Tables 1 and 2.

In contrast, at 0.95a,ge, the non-normal distributions were
fitted better by the Gompertz equation as illustrated by the RMSE
values, Table 2. The variance of t were greater at 0.95a. than at
0.99age, Table 1. Accordingly, the slopes of the germination curves
at 0.95a,,g. Were less than those obtained at 0.99a, Fig. 4.

4. Discussion

From the data of Snow (1949), a non-linear relationship
between the mean growth rate of the germ tubes and the mean
germination time was established (Dantigny et al., 2007). It was
also demonstrated that the non-linear coefficient depended upon
the medium. An increase of the mean radial growth rate with
decreasing the mean germination time was also shown in this
study. However, the mean growth rate of the germ tubes was not
significantly different at 0.95aysp; 0.95auge and at 0.99aysp;
0.99ay,¢. thus suggesting that such a relationship should also be

Influence of the water activities for sporulation (awsp) and for germination (awge) on the distributions of growth rate of the germ tubes (x) and germination time (tg) of

Penicillium chrysogenum

Experimental conditions neps Nger Po (%) u

12

Mean (umh™!) Var (um?h~2) Normality Skewness Mean (h) Var (h?) Normality Skewness
w P-value S P-value w P-value S P-value
0.95asp; 0.95awge 172 82 47.7 419 3.01 0.974 0.089 0.554 0.040 351 18.8 0923 <0.001 0.987 <0.001
0.99aysp; 0.95awge 99 64 64.6 2.23 1.09 0.886 <0.001 1.279 <0.001 459 18.6 0.981 0.408 0.298 0.306
0.95aysp; 0.990ge 74 71 95.9 6.07 317 0.964 0.037 0.552 0.055 99 0.6 0.966 0.048 0.426 0.131
0.99a,5p; 0.990 . 88 88 100 455 0.80 0.971 0.045 0.416 0104 114 1.0 0.967 0.024 0.585 0.026

Wiable = 0.947 for n>50 at o = 5%, ngps: number of spores observed; Tger: NUMber of spores germinated used for constructing the distributions; Pg = Nger/Nops: maximum

percentage of spores capable of germination.
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Fig. 2. Observed and smoothed (continuous curve) density distributions of the growth rate of the germ tubes of Penicillium chrysogenum at (a) 0.9501sp/0.95auge;
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Fig. 3. Observed and smoothed (continuous curve) density distributions of the germination time of Penicillium chrysogenum at (a) 0.950,,5p/0.95ayge; (D) 0.99,5p/0.95a,ge;
(€) 0.950,5,/0.99a g and (d) 0.99a,,sp/0.99a,ge,
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Table 2

Parameter estimate [95% confidence interval] and RMSE values obtained by fitting Penicillium chrysogenum germination plots at different a,, for sporulation and for

germination with the Gompertz and the logistic models

Experimental conditions Model
Gompertz Logistic
A (%) pm (%R71) & (h) RMSE Prax (%) k(h™") = (h) RMSE

0.95aysp; 0.95ayge 476 4.96 28.6 1114 46.2 0.415 335 2.858
[46.2, 49.0] [4.55,5.37] [28.2, 29.0] [44.4, 48.0] [0.351, 0.479] 133.1, 33.9]

0.99ay5p; 0.95a,ge 69.3 5.68 38.9 1.076 64.8 0.361 44.8 1.580
[66.9, 71.6] [5.35, 6.02] [38.6, 39.2] [63.0, 66.7] [0.330, 0.393] [44.5, 45.1]

0.95asp; 0.99ayge 975 479 767 1.750 95.6 2.007 8.73 0.594
[92.7,102.4] [39.2, 56.7] [7.48, 7.85] [93.2,97.9] [1.754, 2.260] [8.66, 8.80]

0.99a,,5p; 0.990 e 99.8 49.2 9.57 4.754 97.9 1.989 10.6 3.032
[94.0, 105.6] [38.1, 60.4] [9.34, 9.79] [94.1, 101.8] [1.615, 2.364] [10.5,10.7]

Bold values indicated a better fit.

100
80
S ,
? @
£ o s
:
el
B o
s Lol ;
E ﬁﬁf
@ /
o A
L L
L 4 L
20 A °
A ®
£ ®
0 f | 7 ,I L
0 20 40 60

Time (h)

Fig. 4. Germination curves obtained for P. chrysogenum at (A) 0.95,sp/0.95G ge;
(@) 0.99ay5p/0.950ge; (A) 0.950,5p/0.99yge; (O) 0.99a,5,/0.99ayge. Fitting
models: (—) logistic model; (---) Gompertz equation.

dependent on the water activity for germination. But, no relation-
ship between the individual growth rate of germ tube and
germination time could be determined.

It was shown that, by carefully standardizing the inoculum
size, the mean germination time can be substituted for the mean
lag time for growth (Gonzdlez et al., 1987; Dantigny et al., 2002).
In the objective of substituting a microscopic observation from a
macroscopic one, the distributions of the lag time for growth
and colony growth rates from single spores of A. flavus and
E verticillioides were assessed (Samapundo et al, 2006). The
colony growth rate depends on the rate of elongation of the
leading hyphae spanning the colony’s peripheral zone (Trinci,
1971a). In addition, the growth rate of the germ tubes, that is
initially constant, subsequently decreases (Trinci, 1971b). There-
fore, the distribution of the growth rate of the colony does not
necessarily mirror that of the germ tubes. In the objective of
assessing the distributions of the germination time indirectly

through macroscopic measurements of the radius of the colony, it
would be very interesting to measure the growth rate of the germ
tube and the resulting colony growth rate of the same spores.

In this study, it was shown that the standard deviation in the
germination time at 0.95a,, was greater than at 0.99a,. It was
reported that the standard deviations of the lag time for growth in
A. flavus were greater at 0.88a,, than at 0.98a,, and were greater at
0.92a,, than at 0.98a,, in F. verticillioides (Samapundo et al., 2006).
The increase of the standard deviation of the germination time is
synonymous with a decrease of the slope of the germination curve
that has been observed for example by decreasing a,, (Marin et al.,
1996). A positive skewness coefficient for the distribution of t¢
was obtained at 0.95a,sp and 0.95a,.. It was shown previously
through simulation that cumulative frequencies calculated from
such a skewed distribution could be better fitted by the Gompertz
equation. Our study demonstrated that skewed distributions of
the germination time can be observed experimentally at 0.95a,g.
The skewed distributions were not characterised, this could be
done once more non-normal distributions will be accumulated.

A decrease in the slope of the germination curve with
increasing the age of conidia was reported (Kawanabe, 1986;
Araujo and Gongcalves Rodrigues, 2004). A greater standard
deviation in the germination time was shown at a low water
activity for sporulation. But this could not be explained entirely by
the effect of the age of the conidia. In this study, all conidia were
harvested from mycelium aged 7 d. Therefore the age distribution
amongst the conidia was not greatly affected by differences in the
water activity for sporulation. The production of the first conidia
at 0.95a,, was delayed for about 1d as compared to that at 0.99ay,.
Below 0.95a,, mature mycelium did not produce conidia within
7d. Accordingly water activities less than 0.95 were not tested.
This could be done in a next step, when the influence of the age of
the conidia on the distributions of the germination and the
growth rate of the germ tube would have been assessed.

Inoculum concentration was also proved to be a critical factor
in controlling the rate of germination (Ryan, 1948; Araujo and
Gongalves Rodrigues, 2004). Germination was inhibited when
spores are present in high densities, an effect observed for
example in Aspergillus niger and the zygomycete Syncephalastrum
racemosum (Hobot and Gull, 1980; Barrios-Gonzales et al., 1989).
Self-inhibitors inhibit spore germination reversibly. The major
function of self-inhibitors is stated as prevention of premature
germination of spores (Chitarra et al, 2004). Highly active
extracellular siderophores, that are important in conidial germi-
nation, were detected in young cultures of P. chrysogenum
(Charlang et al., 1982). When exposed to solutions at low water
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activity, conidia lose a fraction of their cellular siderophores and
subsequent germination failed, or was greatly delayed. The
inoculum size density was standardized in this study. The
important loss of germinability, that was pointed out at 0.95a,e
maybe due to the excretion of this self-inhibitor, although no
analytical analysis was performed to detect such molecules.

The water activity for germination had a greater influence on
germination kinetics than the water activity for sporulation.
However, the impact of water activity during sporogenesis was
illustrated more clearly at low water activity. At 0.99a,, conidia
obtained at 0.95a, germinated marginally faster than that at
0.99qa,,. In contrast at 0.95a,, the germination time was greatly
shortened for conidia produced at a lower water activity.
Penicillium roqueforti spores produced at 0.88a, with either
glycerol or NaCl exhibited shorter germination times than those
obtained at 0.99a,, by 5.5 and 4h, respectively (Blaszyk et al.,
1998). However, this effect was not shown for Penicillium
aurantiogriseum and Penicillium viridicatum. Recent studies of
spoilage fungi such as Aspergillus flavus and Aspergillus ochraceus
have demonstrated that when exposed to osmotic stress, they
accumulate significantly elevated amounts of glycerol and some-
times erythritol in their conidia when compared to those present
under freely available conditions (Nesci et al., 2004). A lower
internal water activity of the former conidia as compared to the
latter may be deduced from this observation. It is therefore
suggested that the enhancement of the germination of the conidia
obtained under osmotic stress may be due to a greater gradient of
water across the cell membrane. Some more studies that include
monitoring the water activity of the spore during swelling should
be carried out to verify this hypothesis.

5. Conclusions

In many studies, conidia were obtained by growing mycelium
under optimum conditions. But, in real conditions, spores are
rather produced under osmotic or other stresses. In order to adapt
to these unfavourable conditions, fungi have developed strategies
that allowed fast germination of some conidia, while others were
self-inhibited. As a result, an increased variability of the
germination time and the growth rate of the germ tubes were
observed for adapted conidia as compared to non-adapted ones.
The differences between the distributions of these two kinds of
conidia were more clearly illustrated at low water activities for
germination. The adaptation to stress of the organisms is of
paramount importance for explaining the observed kinetics. The
development of more accurate and also more realistic models
would require a better evaluation of the physiological state of
organisms. This could be achieved by assessing either changes in
gene expression or intracellular composition with the environ-
mental conditions. The real challenge for the future will be how to
integrate mathematically all this knowledge into stochastic or
probabilistic models.
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The objective of this study was to design a germination model dedicated to fungi. The percentage of
germinated spores, P(%), depended on the maximum percentage of germination Py, (%), the germination
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time, 7 (h) and a design parameter, d (-) according to : P = Bnax | 1— |- The model was capable to fit
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Model T

Germination satisfactorily either apparent symmetric and asymmetric shapes of germination curves. The accuracy of T
Fungi determined by using the logistic or the present model was at least twice that obtained by the Gompertz
Ih’nr::;licﬁve Ay equation. In contrast to the logistic model, the new model is by essence asymmetric, Therefore, its use is

consistent with skewed distributions of the individual germination times that were observed experimentally

in many cases.
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1. Introduction

For fungi germination can be considered as the main step to focus
on, because a product is spoiled as soon as visible hyphae can be
observed (Dantigny et al, 2005a). A spore is considered to have
germinated when the length of the longest germ tube is greater than
or equal to the greatest dimension of the swollen spore (Dantigny
et al,, 2006). But since spores do not germinate at the same time, the
distribution of the germination time among a population of spores
should be considered. From the cumulative frequency distributions,
germination curves can be drawn (Nguyen etal,, 2010). The shape of
the germination curves, percentage of germinated spores versus time,
would therefore depend on these distributions. Right skewed dis-
tributions were observed experimentally, thus leading to asymmetric
germination curves (Judet et al., 2008).

Many mycologists agreed to define the germination time, t, (h), of
a population of spores as the time required to obtain a percentage of
germinated spores equal to 50% of the viable spores (Huang et al,
2001). Even assuming that the maximum percentage of viable spores
equals 100%, the probability of examining the population of spores
when exactly 50% of the spores had germinated is close to zero.
Therefore the percentage of germinated spores, P(%), is plotted
against time and kinetic models are used to estimate t,.
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et Alimentaires, Agro-Sup Dijon, 1 Esplanade Erasme, 21000 Dijon, France, Tel: 4333
BO774071.
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Madels were developed for the germination of fungi (Bosch et al,
1995: Gervais et al, 1988), but two models are widely used in
predictive mycology. The Gompertz and the logistic equation that
were used originally to fit the growth of bacteria (Zwietering et al.,
1991) and to determine the time of growth and toxin production by
Clostridium botulinum (Whiting and Call, 1993), respectively. Later the
Gompertz and the logistic equations were used to fit the germination
data of Fusarium moniliforme and Fusarium proliferatum (Marin et al.,
1996) and Mucor racemosus (Dantigny et al., 2002), respectively.

Both models were tested against many data sets available in the
literature (Dantigny et al.,, 2007). Based on RMSE values, it was impossible
to determine which one of the models performed better than the
other one. The Gompertz model is asymmetrical but the germination
time cannot be determined directly thus leading to inaccuracy of this
parameter, in addition to erroneous determination of the maximum
percentage of germinated spores, Prax (%), in some cases. In contrast, the
logistic equation provided accurate estimations of Prax and tg, but
concerns were raised because attempting to fit the symmetrical logistic
function to actual asymmetrical data sets seemed inappropriate.

Therefore the objective of the present study was to design an
asymmetric model based on the maximum percentage of germination
and the germination time, Firstly, the characteristics of the asymmetric
model were detailed. Secondly, the asymmetric model was tested
against the Gompertz and the logistic equations on germination data
that exhibited significant overestimates of Pra (Dantigny etal, 2005b)
and skewed distributions of the individual germination times (Judet
et al, 2008). Thirdly, the asymmetric model was fit to the germination
data obtained from the literature for different species.
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2. Material and methods
2.1. Logistic model
The logistic function is:

Pmax

P= T expkr—1)]

Mm

where Pmax (%) is the asymptotic P value at t —+oc, T (h) is the
inflection point where P equals half of the Pryay, tis the time (h) and k
(h~") is related to the slope of the tangent line through the inflection
point. The slope of the tangent line at 7, is equal to k-Pp,./4 (Dantigny
et al,, 2007). The germination time t; is equal to T.

2.2. Gompertz model

The modified Gompertz equation is:
P = Aexp. (—exp [b'}iﬂ(a—t) 4 1]) @)

where A (%) is the asymptotic P value at t —+e, fy (%h~1) is the

slope term of the tangent line through the inflection point (t;) as

defined further, & (h) is the t-axis intercept of the tangent through

the inflection point and t is the time (h).

The inflection point is t;==58+A/(pm (1)) (Dantigny et al,, 2003).
The germination time t, (h) can be determined for P=A/2 as

follows:

exp (-—exp [p—"’;@] (ﬁ—tg) + ]) =05 (3)
(—exp[”mg(”] (B—tg) e 1) = In(0.5) (4)
[”mf\(l)] (B—tg) = In(—In(0.5)—1 (5)
(ﬁ—tg) _ [11'1(—1;1;2-(5;)))—111”\ (6)
Eventually,

ty == [ln(—ln_(O.S))—l]A_ )

pme(l)

The relative accuracy of t, can also be deduced from Eq. (6) using
the differential form of the logarithm.

d(ﬁ—‘g) _ d(In(=In(05)—1) , dA_dpy_de()) &)
(ﬁ_tg) In(—In(0.5))—1 A W, el
The constant terms can be omitted, then:
dd dt, dA dp

sz e o N, 9
(Bftg) (ﬁ—tg) A Pn ®)
dy [ o _an dny) (%) (10)
tg (ﬁ—tg) A Hm Ly
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Eventually,

]

tg (ﬁ—-tg) W A Hm Ly

By comparison, for the logistic model and the asymmetric model (see

below), “t_g = g

2.3. Asymmetric model

The asymmetric model:

1

d

1+ (E)
T

is derived from the non competitive inhibition model described by
Yano and Koya (1973). Pyax is the asymptotic P value at t — o<, T(h)
the point where P equals half of the Prmax. The germination time g is
equal to T. The different shapes of the curves for different values of
the design parameter d>0 are shown in Fig. 1. For d=1 the shape of
the curve differed from the S-shaped germination curve. For d=2, the
percentage of germinated spores increases shortly after the origin.
This is contradictory to the observation of a swelling period before the
germinating tube can be formed and the spore germinated. Therefore,
in practice the asymmetric model is a candidate for fitting the ger-
mination data for d values greater than 2 only.

It is shown in Fig. 1, that if the curve is symmetric, symmetry
would be observed with respect to the point defined by t/T=1 and P/
Pax=0.5. Assuming 0 <x=t/T<1.

For X, the percentage of germinated spores is:

P =Ppu|1— (12)

P, 1

=1- Y 13
Prnax 1+ x4 (13)
With respect to x= 1, the symmetric of X is (2—X).

For (2 —x), the percentage of germinated spore is:

Py 1
e RS DU — 14
Prax 1+ @2—x) o

Fig. 1. Effect of the design parameter d on the shape of the asymmetric model.
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Table 1

Estimates of the percentage of viable conidia of Penicillium chrysogenum exposed to vapors generated by 2.5% (v/v) ethanol (data from Dantigny et al., 2005b) determined by three

germination models for three replicates (runs 1 to 3).

Run Model
Logistic Gompertz Asymmetric
Prnax (%) t-value A (%) t-value Prax (%) t-value
1 98.2{91.2; ]{)5.2]* 343 105.2 [98.8; 111.5] 40.5 100.9 [93.6; 108.1] 339
2 99,0 [90.5; 107.4] 288 107.7 [95.1; 1203] 209 102.2 [92.4; 112.0] 254
3 1005 [94.1; 106.8] 388 108.2 [101.1; 115.3] 373 103.3 [96.6; 110.1] 374
*

95% confidence intervals in brackets,

If the model is symmetric, it should be demonstrated that

P T _ 1 _
Pres B {] 1R x“] o {1 1+ (2—x)d] = R
1 1

18y +xd 1+ 20 8
14+ x9) + (14 @—x"°

_(149) + 1+ @0 -
1 +x9(1 + (2—x)9)

Developing and simplifying,

[(2—0x! = 1. (18)

The equation has no solution because x differed from 1, therefore
the model is asymmetric.

2.4. Data sets

The raw germination data, percentage germination P (%) versus
time t (h), were obtained for Aspergillus carbonarius (Mitchell, 2006),
Aspergillus ochraceus (Pardo et al,, 2004), Fusarium verticillioides and
Fusarium proliferatum (Marin et al., 1996), Gibberella zeae (Beyer et al.,
2005), M. racemosus (Dantigny et al., 2002), Penicillium chrysogenum
(Dantigny et al., 2005b; Judet et al., 2008) and Penicillium verrucosuin
(Pardo et al., 2006).

2.5, Model fitting

Non linear regressions were performed by using SlideWrite 5.0
(Advanced Graphics Software, Inc,, Carlsbad, CA, USA). This software
was based upon the Levenberg-Marquardt Algorithm. The goodness
of fit was evaluated by means of the root mean square error, RMSE,
(Ratkowsky, 2004) and extracted from ANOVA tables.

Table 2

3. Results
3.1. Estimation of the percentage of viable spores

The estimates of the percentage of viable spores are reported for
three replicates (run 1 to 3) assessing the effect of ethanol vapors
generated by 2.5% (v/v) solutions on the germination of P. chrysogenum,
Table 1. An overestimation of P, was shown for the Gompertz and
the asymmetric models for runs 1 and 2, but the 100% value remained
within the 95% confidence intervals. A clear overestimation of P, was
demonstrated for the Gompertz model for run 3. In contrast, the
asymmetric model did not provide any erroneous value for Ppax. [fwas
also shown that the confidence interval for the asymmetric model was
not wider than that for the Gompertz model as demonstrated by almost
identical t-values, Table 1. Therefore the fact that Pra did not differ
significantly from 100% with the asymmetric model was not due to a
wider confidence interval than that calculated for the Gompertz model.
For all the other data sets tested in the present study, no significant
overestimation of Py, Was noticed for any of the three models (data
not shown).

3.2. Accuracy of the models

Based on RMSE values, it was shown that the asymmetric model
performed better than the logistic one, for fitting the germination
curves obtained from skewed distributions, experiments (a) and (d),
Table 2. However, the Gompertz and the asymmetric model exhibited
the lowest RMSE value for experiment (a) and (d), respectively. Sur-
prisingly, the logistic model did not perform better than the two other
models for fitting germination curves obtained from un-skewed dis-
tributions, experiments (b) and (c). For the other data sets tested in the
present study, the logistic, the Gompertz and the asymmetric model
performed better in 14, 12 and 8 cases, respectively (Table 3). When the
asymmetric model did not perform better, it was ranked second in 22
cases out of 26, third in only 4 cases.

3.3. Estimation of the germination time

For experiments (b) and (c), the germination times obtained with
the logistic and the asymmetric models differed, almost non-

Estimates of the germination time of Penicillium chrysogenum (data from Judet et al, 2008) determined by three germination models for different distributions of the individual

germination times and estimates of the design parameter for the asymmetric model.

Distribution of individual Model
Berminanon fimes Logistic Gompertz Asymmetric

T (h) RMSE tg (h) RMSE T(h) RMSE d(-)
Skewed (a) 33,5 (33.1; 33.9] 1.691 334 [325; 343] 1.055 33.5(33.1; 33.9] 1.451 13.7 [11.9; 156]
Un-skewed (b) 44,8 [44.5; 45.1] 1.257 444 [43.6; 45.2] 1.037 44.9 [446; 45.1] 1074 15.7 [14.5; 16.9]
Un-skewed (c) 8.73 |8.66; 8.80] 0.771 8.94 [8.46; 9.42] 1.323 8.72[8.71; 8.73] 0.100 17.3 [17.0; 17.5]
Skewed (d) 10.6 [10.5; 10.7] 1.741 106 [10.3; 109] 2,181 10.6 [10.5; 10.7] 1.474 20.7 [17.4; 24.1]

(a) S=0.987, p<0.001; (b) $=0.298, p=0306; (c) 5=0.426, p=0.131; (d) $=0.585, p=0.026. S: skewness.

* 95% confidence intervals in brackets.
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Determination of RMSE values for different set of germination data taken from the literature adjusted to the models. Aspergillus carbonarius (Mitchell, 2006), A. ochraceus (Pardo
et al., 2004), Fusarium proliferatum (Marin et al., 1996), Gibberella zeae (Beyer et al., 2005), Mucor racemosus (Dantigny et al., 2002), Penicillium verrucosum (Pardo et al., 2006).

Fungus  Aspergillus carbonarius

Factor Water activity/Temperature (°C)  0.90/25 0.90/30

Model  Logistic/Gompertz/Asymmetric 4457/4.005/4.235 3,680/3.919/3.729
Factor ~ Water activity/Temperature (°C)  0.85/15 0.95/20

Model Logistic/Gompertz/Asymmetric 5.015/4.559/4.678 6.065/5.302/5.466
Factor Water activity/Temperature (°C}  0.987/15 0.987/20

Model Logistic/Gompertz/Asymmetric 9.485/8.254/8.292  8.034/6.554/6.064
Fungus  Aspergillus ochraceus

Factor ~ Water activity 0.85 0.90

Model Logistic/Gompertz/Asymmetric 5.765/5.312/5.424  4.952/4.855/4.834
Mold Fusarium proliferatum

Factor ~ Water activity 0.88 0.90

Model  Logistic/Gompertz/Asymmetric 4.157/4.944/4.508  4.933/5.255/5.038
Fungus  Gibberella zeae

Factor  Kind of spores Macroconidia Ascospores

Model  Logistic/Gompertz/Asymmetric 6.071/5.707/5.764  6.567/5.867/6.076
Fungus  Mucor racemosus

Factor Temperature (°C) 15 25

Model Logistic/Gompertz/Asymmetric 7.463/7.453/7.404  8.098/8.592/8.134
Fungus  Penicillium verrucosum

Factor ~ Water activity 0.85 0.90

Madel Logistic/Gompertz/Asymmetric 14.73/28.54/1459 6.638/6.107/6.298

0.90/35 0.90/40 0.93/25

4,660/4.170/4.243  6.927/8.583/6.888  4.026/5.092/4.840

0.95/25 0.95/30 095/35 0.95/40
4405/4909/4810 3.955/4.105/3.793 6.192/7.697/8.122 8.433/8.252/8.436
0.987/25 0.987/30 0.987/40

6.249/6.762/7.128  8.335/8.322/8.642  4.636/5.661/5.043

095 0.99

5.140/5.921/5.288  4.816/3.530/2.858

0.92 0.94 0.96 0.98
6.506/7.477/6.843 4.908/5.791/5236  4.280/3.658/3.824  2.158/2.378/2.095
095 0.99

6.290/7.483/6696  3.604/5.167/3.856

Bold values indicated the best goodness of fit.

significantly, from that estimated with the Gompertz model, Table 2.
For these experiments, the difference between the estimated ger-
mination differed from less than 0.1 h between the logistic and the
asymmetric model. For experiments (a) and (d), no difference was
shown between the estimates obtained by these models. The difference
between the germination time obtained by the Gompertz model was
not significantly different (ca. less than 0.1h). In contrast, the con-
fidence intervals for the germination time obtained by the Gompertz
model were more than 2 fold, up to 6.9 fold for experiment (c), those
obtained by the other models.

3.4. Estimation of the design parameter

The values of the design parameter d were significantly less for the
experiments (a) and (b), than those obtained for the other experi-
ments, Table 2. The smaller values of d (13.7 and 15.7) were obtained
for shallow slopes of the germination curves, Fig. 2. The greatest
values of d (17.3 and 20.7) were obtained for steeper slopes. In the
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Fig. 2. Germination curves obtained for Peniciflium chrysogenum by the asymmetric
model, (M, ¥) skewed distributions and (L7, V) un-skewed distribution. Data from Judet
et al. (2008).
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latter conditions, a visual inspection cannot determine whether the
germination curves were symmetrical or not.

For the data set obtained for F. verticillioides, the values of d were
significantly less, in the range 4.27-6.26, Table 4. The values of d did
not depend on the water activity, whereas the slopes of the ger-
mination curves were clearly steeper at higher a,,, Fig. 3. The effect of
d on the shape of the germination curves was shown in a dimen-
sionless form, (i.e., independent from the value of 1), Fig. 1. Therefore
the effect of d of the shape of the germination curves cannot be
compared on Fig. 3, because the germination time depended on the
water activity. However, for the same germination time and also the
same percentage of viable spores, the slope of the curve increased
with increasing the value of d. For example, the slope of the ger-
mination curve obtained for P. chrysogenum (experiment c) was
greater than that of F. verticillioides (0.96 a,,). Although, this cannot be
seen because the time-scales were different in Figs. 2 and 3.

The values of the design parameter depended on the experimental
conditions. A value of d as low as 2.75 was obtained for A. carbonarius
at 0,987 a,,/30 °C (Table 5). But, for this species, a value of d=16.3
was obtained at 0.90 a,/40 °C. There was no clear relationship
between the environmental conditions and the value of the design
parameter. However, for P. verrucosum, a trend in an increase of d
with increasing a,, was noticeable, The values of d depended also on
the fungi. Some species such as F. proliferatum and G. zeae exhibited
d-values less than 10. This was also the case for A. carbonarius in 9
cases out of 16, Table 5. In contrast, Mucor racemosus was charac-
terized by d-values greater than 10.

Table 4
Parameter estimates obtained by fitting the germination data of Fusarium verticillioides
(Marin et al,, 1896) to the asymmetric model.

Experimental Parameter estimates

conditions Poee (%) T (h) 40 RMSE
088 ay, 97.6(869; 1083]° 121[110; 131]  427[279;5.76] 7.235
090a, 107 [98.4; 116] 543 [51.5; 57.1] 4.71[3.76; 5.65] 3.842
092a, 105 [96.5; 114] 263 [24.7; 280] 4.46 [3.80;5.12] 3223
094 a,, 110 [96.7; 123] 13.3[125; 140] 6.26[4.83; 7.69] 4.535
0.96 a,, 114 {91.1; 138] 858 [7.82: 934] 6.00([4.22; 7.78] 5046
0.98 a, 116 [94.6; 138] 6.64[6.04: 7.23] 5.69]4.08;7.30] 5.128

* 95% confidence intervals in brackets.
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Fig. 3. Germination curves obtained for Fusarium verticillioides by the asymmetric
model (B) 0.984a,,,(4) 096 ¢,, (®)0.94q,, (V) 0.92 a,, (¥) 0.90a,, (+) 0.88 0. Data
from Marin et al. (1996).

4. Discussion

The goodness of fit of a model is often evaluated by the coefficient of
determination or more accurately by the root mean square error, RMSE,
for non-linear models (Ratkowsky, 2004). In order to determine which
model] fitted germination data sets better, two models (i.e, Gompertz
and logistic) were compared previously (Dantigny et al, 2007). Based
on RMSE values, it was impossible to determine which model performed
better, because this depended on the fungi and the experimental con-
ditions. This was also observed in the present study when comparing the
RMSE values obtained by fitting the asymmetric and the two other
models to data taken from the literature.

It should be reminded that one of the major roles of a model is to
provide accurate estimations of a parameter that cannot be deter-
mined easily. These parameters are usually of some biological sig-
nificance (i.e., growth rate, lag time, germination time, minimum
inhibitory concentration, cardinal values for temperature and water
activity, d-values, ...). All these parameters are also characterized
by definitions widely admitted by the scientific community. The

Table 5

definition of the germination time varied greatly, depending on the
objective. For the production of starters or metabolites, a typical value
was 90% but in food mycology the value was usually 10% (Magan and
Lacey, 1984). A germination time based on a given percentage of
inoculated spores depends on the value of the three parameters
whatever the model. For example, the time at which 10% of the

T—InEmx—1) |
inoculated spores had germinated is tigz— %W;l with the

logistic model. Whatever the percentage of germination, 10%, 50% or
90%, all models would provide inaccurate estimations of the ger-
mination time because none of the model had been designed for
determining this parameter.

Itis better to base the definition of the germination time on a certain
percentage of the viable spores, not the inoculated spores. A practical
interest of the definition is whatever the percentage of viable spores, the
germination time can be determined. For example, if the germination
time is defined as the time required to have 50% of the inoculated spores,
this time cannot be determined if the percentage of viable spores is 40%
only. In contrast, 50% of the viable spores is synonymous to 20% of the
inoculated spores. During the last workshop dedicated to germination, it
was recommended to define the germination time of a population of
spores as the time required to have 50% of the viable spores germinated
(Huang et al., 2001; Dantigny et al., 2006). Among the viable spores, 50%
was a good trade-off between 10 and 90%. It was demonstrated in the
present study that a more accurate determination of the germination
time was obtained when the model (ie., logistic and asymmetric
models) was designed for providing this parameter. It was also shown
that the estimation of the germination time did not depend on the
model. Therefore there is no penalty in using the asymmetric model for
future studies because the germination time can be compared to values
determined in previous studies by the other models.

The percentage of viable spores is also an important parameter for
assessing germination. In the present study, Pnax values greater than
100% (although not significant) were obtained by fitting the asymmetric
model to germination data of F. verticillioides. This effect was also
observed with the Gompertz model. It was partly due to the sampled
data. Whereas all spores were probably viable, as suggested by the
estimates of the maximum percentage of germination, the last recorded
values of P were less than 100%. The overestimation can be corrected by
collecting data until 100% germination or by setting the maximum
percentage of germination to 100% (Marin et al., 1996).

Estimation of the design parameter d for different set of germination data taken from the literature. Aspergillus carbonarius (Mitchell, 2006), A. ochraceus (Pardo et al, 2004),
Fusarium proliferatum (Marin et al.,, 1996), Gibberella zeae (Beyer et al., 2005), Mucor racemasus (Dantigny et al., 2002), Penicillium verrucesum (Pardo et al., 2006).

Fungus Aspergillus carbonarius

Factor a,,/Temperature (°C) 0.80/25 0.90/30

d Estimate [95% Cl] 6.50* [5,16;7.85] 5.74% [4.92;6.57]
Factor a,/Temperature (°C) 0.95/15 0.95/20

d Estimate [95% Cl] 4,669 [3.72;5.60] 4,60°°¢ [3.55;5.66]
Factor a/Temperature (°C) 0.987/15 0.987/20

d Estimate [95% CI| 3,39 [2.02;4.77] 3,17¢ [2.48;3.86]
Fungus Aspergillus ochraceus

Factor Water activity 0.85 0.90

d Estimate [95% C1] 9.46° [8.09;10.8] 185" [15.5;21.5]
Mold Fusarium proliferatum

Factor Water activity 0.88 090

d Estimate [95% CI] 6577 [5.25;7.89] 6.13%[4.53;7.74]
Fungus Gibberella zeae

Factor Kind of spores Macroconidia Ascospores

d Estimate [95% Cl] 7.10% [6.10; 8.11] 7.80° [6,25; 9,35]
Fungus Mucor racemosus

Factor Temperature (°C) 15 25

d Estimate [95% Cl] 222°[14.5;29.8| 31.1°[22.6;39.6]
Fungus Penicillium verrucosum

Factor Water activity 0.85 0.90

d Estimate [95% Ci] 5.05% [1.49; 8.60] 5,707 [3.25;8.15]

090735 0.90/40 093/25
7.66° [6.28;9.03] 163" [9.24;23.4] 4,83°(3.91;5.75]

0.95/25 0.95/30 0.95/35 0.95/40

11.7%0 [8.13;15.2] 6.19°¢[5.16;7.23] 3,29 [2.12;4.47] 2.949 [2.10;3.80]
0.987/25 0.987/30 0.987/40

3.59% [2.74;4.44] 2,759 11.97;3.53] 7.00% [5.67;8.32]

095 099

10.87 [8.66:12.9] 10.6% [9.22;12.0]

0.92 094 0,96 0.98

925" [6.76:11.7]

0.95
11.7°0 [7.36;16.1]

8.47%[6.43;10.5]

0.99
15.3° [12.9:17.7]

5307 [4.25:6.35]

7.00°" [6.33;7.67]

Different letters for the same species denoted significant differences in the value of d.
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Another important but neglected quality of a model is the con-
sistency with the observed experimental responses and the underlying
mechanisms of development of the organisms. It was demonstrated
that germination curves exhibited different shapes, apparently sym-
metric or clearly asymmetric. It was already noted for bacteria that
attempting to fit the symmetrical logistic function to actual asymmet-
rical data sets seemed inappropriate (Skinner et al, 1994). The main
advantage of the asymmetric model was its versatility. The capability of
this model to adjust satisfactorily symmetric and asymmefric shapes
of germination curves was highlighted in the present study. This ver-
satility was obtained through the design parameter d. Depending on
the species and the environmental conditions, the values of d varied in
the range 3-30. The lowest and the greatest values of d were obtained
for A. carbonarius and M. racemosus respectively. Regardless of the
germination time, the germination curves appeared steeper and more
symmetric as the values of d increased.

Lastly but not least, the facility of convergence is an important
criterion for using a model. The convergence is usually ensured if
the initial values of the parameters are close to the final estimates
(Zwietering, personal communication). The asymmetric madel can
be used easily by mycologists because it is based on biological
parameters. The initial values of the maximum percentage of germina-
tion, Pyax and the germination time, T can be evaluated by a rough
inspection of the data. The design parameter depended on the envi-
ronmental conditions and on the species. But by using the initial value
d =10, the non-linear regression software used in the present study
did not fail to converge.

5, Conclusions

In predictive mycology, all the existing models were previously
used for bacteria, although nat necessarily for the same purpose. Up to
our knowledge, this study described the first model dedicated to the
germination of fungi. The asymmetric model was based on the def-
inition of the germination time widely accepted by food mycologists and
also plant pathologists. The versatility of the model was obtained by the
use of a design parameter, For values in the range 3-30, the asymmetric
model fitted many germination data sets described in the literature
satisfactorily. It was shown that other interesting shapes can be ob-
tained for values of d less than or equal to 2. Therefore, in the present
study, only one example of the potential applications of the equation
was shown. There are many possibilities that the equation can be used,
maybe after some transformations, to model inhibition or inactiva-
tion kinetics observed not only in fungi but also in bacteria or other
organisms.
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1. Introduction

1.1. L’origine biologique de I'odeur de terre
Des odeurs de terre émanant de certaines eauxéodéérites depuis longtemps (Medsker
al., 1968 ; Roserrt al., 1970 ; Piekt al., 1972). Ainsi, le lac Ontario, qui est la sourcead’
potable de plusieurs millions de consommateurs @ibnaans sa portion nord-ouest, des
épisodes pendant lesquels I'eau dégage une odmusk Ces épisodes surviennent la fin de
I'été et en automne, associés a la proliférationbdetéries filamenteuses comme les
Actinomycétes (Schollest al.,2002), lesquelles sont a I'origine de concentratiélevées de
géosmine et de 2-méthylisobornéol ayant des niveleugerception tres bas (Gerber, 1977;
Ridal et al, 1999).

1.2. Le gout moisi-terreux dans les vins
Dans le vin, I'odeur terreuse a été associée aained conditions de stockage et de
conditionnement, parfois teintées de golt de boudsiva Pereiraet al, 2000). Mais, au
niveau des raisins, I'odeur de terre a été misévatence, dés 1992, dans le Val de Loire sur
le cépageChenin et, depuis lors, ce défaut est apparu en 1999 EamBeaujolais et en
Bourgogne et s’est répandu, avec plus ou moingeigité, dans plusieurs régions viticoles
comme le Bordelais, I'Alsace et le Jura avec unaicagur I'économie du vin en 2002 et en
2004. Ainsi, une diversité de composés responsatmespu étre identifiés (Tableau 1).
L’origine fongique des molécules associées au guiisi-terreux a été démontrée (Dareét
al., 2000), mais, seule la géosmine s’est révélée dwgradée lors de la fermentation
alcoolique.

1.3. Le cuivre et les traitements antifongiques
L'activité biocide du cuivre est connue depuis tenmips. La recette d’'un pesticide (algicide et
fongicide) dans lequel I'acidité du sulfate de caiest neutralisée par de la chaux éteinte
(CusSQ + Ca(OH)), date du début des années 1880, mise au pointlyase Gayon et
Alexis Millardet lors de leur collaboration pour opgéger les vignes du « mildiou »
(Plasmopara viticola venu d’Amérique. Utilisée en 1885 dans le Borideléa « bouillie
bordelaise » contient 20% (m/m) de cuivre. Dep@tecdate, le cuivre est entré dans la
composition de fongicides appartenant a diversesllés chimiques (sulfates, hydroxydes,
oxychlorures, ...) et, suite aux traitements préferde la vigne, les niveaux de cuivre
peuvent atteindre de fortes concentrations dansifennement des ceps (Bret al, 2001).
Paradoxalement, cet état favorise la proliférateinla persistance de spores du genre
Penicillium. Yamamoto et al (1985) ont ainsi montré que le genRenicillium était
prédominant dans des sols pollués par le cuivre.il@ été démontré que la production de
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géosmine paP. expansunest stimulée par la présence de cuivre (Diortigmgram, 1994).
Des études préliminaires sur milieu modele, enucedt pures et en co-cultures Betrytis
cinerea et Penicillium expansumont depuis lors montré que le 2-méthylisobornési
produit par les moisissures du geBrytis et que la géosmine est produite, entre autres, par
Penicillium expansuniCharpentieret al.,2006). Ces deux composés qui dérivent de la voie
du mévalonate, sont des terpénoides. lls sont @érés comme des métabolites secondaires,
car leur niveau de biosynthése n’est pas constardrie selon les effets de facteurs biotiques
ou abiotiques conditionnant la croissance des smgiseés impliquées. |l est aussi
généralement connu que, comme chez tout micromemila température influence les
cinétiques de croissance des moisissures (Sagt@jr2001). De ces constatations, a découlé
I'étude des effets de deux facteurs environnemen{da teneur en sel de cuivre et la
température de I'ambiance) sur les croissanceBatigrtis cinereaet Penicillium expansum

En parallele, les niveaux de production de géosrpareles deux souches @enicillium
expansumsolées du Val de Loire pour I'une, de la Cote rigoignone, pour l'autre ont été
recherchés.

2. Matériels et Méthodes

2.1. Les microorganismes : échantillonnage, dérrembknt, identification.
Des grappes deinot Noir, des feuilles et des échantillons de sol ont ééfepés sur des
parcelles de la commune de Morey-St Denis (Cote)ddd’'automne 2007. Chaque grappe
est lavée pendant une heure dans un volume d’egiopdgique (NaCl/eau distillée, 0,9 %
m/v) de méme poids, contenant du Tween 80 (0,1%, MERCK-Eurolab, Lyon, France)
pour mettre en suspension les micro-organismesipes la périphérie des baies. A partir

des dilutions de 1ba 108 de chaque suspension de lavage, des fractionsldmlOsont
ensuite étalées au rateau sur milieu gélosé auddahirose Bengale (Kingt al., 1979) et
incubées a 25°C. Apres 7 jours d’incubation, lessmsures sont dénombrées et isolées en
culture pure. Leur identification est effectuée oseldes criteres morphologiques et
physiologiques (Pitt et Hocking, 1999; Samsein al, 2004). Pour les souches dke
expansuml’identification a été confirmée par analyse b@étulaire des séquences e
tubulines (Glass et Donaldson, 1995). Ainsi, deaxches déotrytis cinereaBcletBc2) et

une souche dPenicillium expansunfPe25.3 provenant des vignes de Morey-St Denis ont
été sélectionnées dans cette étude, a laquell@ asébciée une souche He expansum
(Pel619 provenant du Val de Loire, fournie par I'lTV dedrs.

2.2. Milieux.

Les moisissures sont entretenues sur gélose gkiéof$éxtrait de pomme de terre (Potato
Dextrose Agar, PDA; Ainsworth et Bisby, 1945). Ldlieu de base pour I'étude de la
croissance et la production de géosmine est ldlbowde Czapek (CZ-broth, Difco ; d’aprées
Thom et Raper, 1945.), solidifié par de I'agar ¢16%) et supplémenté en cuivre (sous forme
de sulfate pentahydraté - Sigma-Aldrich; Dionggi al, 1996) sur une gamme de treize
concentrations : 0; 0,2 ; 1; 1,2 mNLpuis neuf autres concentrations jusqu'a 10 mM.L
(soit: 0,00; 12,70; 63,54; 76,25; 127,08; 190,824,16; 317,70; 381,24; 444,78; 508,32;
571,86 et 635,40 mgl).

2.3. Inoculation et dispositif d'incubation
Les moisissures sont initialement incubées a 2&%fQrdlieu PDA, dans une enceinte close
pour maintenir constante I'humidité ambiante (Feglj. Au bout de 7 jours, les spores sont
récoltées, dénombrées sur cellule de Malassez sésmén suspension dans de l'eau
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physiologique. 1AL de suspension (standardisée & 8§9.mL") sont déposés au centre de

chaque boite de milieu de Czapek. Pour chaque otiat®n en cuivre, les cultures sont

incubées a trois températures 15, 20 et 25°C, iglsoi fonction des températures optimales
(Topy de ces especes déterminées par Correia-@tidei(2010).

2.4. Recherche et dosage du cuivre
Huit semaines apreés la derniére application deifétea base de cuivre sur les parcelles, soit
une semaine avant la vendange, trois types d’étlbastont été prélevés au niveau de trois
ceps: baies de raisin, feuilles et sol superfidieltaux de cuivre endogene ou résiduel a été
recherché par spectrophotométrie d’absorption ajoenapres minéralisation par voie humide
selon la norme NF 1SO11466 (X31-415).

2.5 Détection et dosage de la géosmine
L‘analyse olfactive des cultures a l'issue de laique d’incubation de 7 jours a permis de
vérifier I'apparition de I'odeur moisie-terreuse NiE). Une procédure de caractérisation en
deux temps est alors appliquée :
- la premiére permet une analyse sensorielle danbdl'un flairage direct des atmospheres
sus-jacentes aux cultures par un jury entrainé,
- la seconde permet d’obtenir des signatures im&ntiales et des valeurs quantitatives. Les
composes volatils des cultures en boites de Ratticncentrés apres inclusion de la totalité
du milieu gélosé avec sa colonie mycélienne dans mélange alcool absolu/eau
déminéralisée (20%, v/v) . Détection et dosage stfettués par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse selortbcole de Dumoulin et Riboulet,
(2004). Dans ces conditions, les performances aeéthode d’extraction sont les suivantes :
limite de détection : 5 ngil; répétabilité sur 2 fois 5 mesures : 6,7% adQ het 6,1% a
100 ngl/litre ; linéarité entre 10 et 200 ng.avec un facteur de corrélatiot R0,999.

3. Résultats
3.1 Analyse de la microflore fongique du vignatdeMorey-St Denis.

3.1.1 Aspects quantitatifs de la contamination
Des échantillons de raisins ont été prélevés sueirbelles de vignobles de Morey-St Denis
(Cote d’'Or) associées au défaut GMT. Les grapp&sa4L60 g) de raisins visiblement
contaminés paBotrytis sp, ou d’autres moisissures, ont été lavées pamasse équivalente
d’eau physiologique additionnée de Tween 80 a Q\M%. Les dénombrements effectués sur
'eau de lavage permettent d’apprécier la chargaitpue (Tableau 2) en Unités Formant
Colonies par gramme de raisin (UF&\gDans I'ensemble, le taux de contamination des
raisins apparait assez homogéne et ne dépassspasUFC.g".

3.1.2 Aspects qualitatifs de la contamination

D’'un point de vue qualitatif, I'identification d’wncentaine de contaminants fongiques a
révélé la présence prédominante de quelques gdaremisissures. Par ordre de fréquence
décroissante, on remarquBotrytis (53 %), Penicillium (23 %), Cladosporiu(®d %),
Aspergillus (3 %), et d’autres genres (17.%s résultats confirment les identificationsale |
flore d’altération de la vigne rapportées par lesvdux de Fleet (2003) et de Loureiro et
Malfeito-Ferreira (2003). Apres analyse biomolém@ au moyen des amorces fle
tubulines BT2a et BT2b, une seule moisissure a idt@tifiée a I'especelenicillium
expansum(Pe25.3. Elle a été intégrée a I'étude en cours avec autee souche d@.
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expansun{Pel619 provenant du Val de Loire et avec deux soucheBaliytis cinereaBcl
et Bcj provenant de Morey-St Denis.

3. 2. Le cuivre dans le vignoble
Les trois étages d’échantillonnage choisis dansgieoble de Morey-St Denis témoignent de
’homogénéité de la distribution du cuivre totalndales compartiments analysés huit
semaines apres la derniere pulvérisation de beuilbrdelaise. Les teneurs moyennes en
cuivre exprimées en ppm par rapport a la matiecbhes¢Figure 2) sont inférieures a 6 ppm
pour les baies deinot Noir, a 400 ppm pour les feuilles et a 800 ppm posble

- les raisins: des teneurs en cuivre total allant de 2,95 a p@8 (mg/g de baies de
raisin) témoignent de l'efficacité des précipitasoestivales. Ces concentrations
résiduelles en cuivre sont a rapprocher des recomatians de I'OIV pour les vins (1
ppm, soit 1 mg.L*: www.oiv.org), mais, elles sont cependant compasaux valeurs
de 1,46 a 3,43 ppm relevées dans des jus de raisibsuteilles de verre (Schiaeb
al., 2008). Néanmoins, ces concentrations en cui\esunées au niveau des baies de
Pinot Noir sont toutes inférieures a celles trouvées pari&&sparzaet al. (2006)
lors d’'un échantillonnage (n=22) de raisins routgens (11,32 ppm: 8,61).

- les feuilles :le dosage du cuivre n’a porté que sur des poriilonkmbe; les niveaux
de 334 a 393 ppm trouvés a Morey-St Denis sontrepe aux faibles concentrations
(17 a 34 ppm) observées sur des feuilles d’un \ignallemand (Gaertel, 1959), mais
bien inférieurs aux résultats (500 a 1490 ppm)raigedans un vignoble portugais de
la plaine de Porto (Margalhaetal.,1985). Molot et Gaimon (2004) ont modélisé que
la perte de cuivre par lessivage était de natupetiplique, baissant jusqu’a 40% de
la dose initiale apres 50 mm de pluie artificieN&anmoins, bien que ces vignobles se
situent dans trois zones géographiques aux conditieétéorologiques différentes, en
'absence de relevés précis, il est difficile depmaser que ces différences de
concentrations en cuivre résiduel sur les feuplesrraient étre uniquement liées aux
difféerences de précipitations. Par ailleurs, comigieu de la permanence de ces
quelques centaines de ppm de cuivre résiduel, emgBgne, comme au Portugal,
aucun symptdme chlorotique ou nécrotique n'a éseé sur les feuilles.

- les sols les prélevements de sol ont été effectués damdrdés premiers cm de
I’horizon superficiel. On y a retrouvé de 602 a f§Bn de cuivre total. Ce qui situe
les parcelles étudiées du vignoble de Morey-St ®aldins la moyenne des sols
viticoles de France, ou I'on trouve des concerdretide 100 & 1500 mg kdFlores-
Veles et al, 1996), résultat d'un dépdt annuel de 600 tontescuivrevia les
pesticides ou les engrais a base de composés emyzatiques. Ces teneurs sont a
comparer aux concentrations en cuivre dans lesneoigouchés par I'action humaine,
lesquels se situent sur une plage allant de 2 end@g" avec une valeur moyenne
d'environ 10 mg.kg (McKenzie, 1966).

Ainsi, dans les parcelles étudiées, le niveau derewatteint, est tel que cet environnement
restera encore longtemps marqué par son passe @ithifengicide a base de cuivre. Or
Yamamotoet al (1985) ont montré que le gerfPenicillium était prédominant dans des sols
pollués par le cuivre.
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3. 3. Effets de la température et de la teneurgwre sur la croissance mycélienne.

3.3.1. Cas de Botrytis cinerea
L’augmentation de la teneur en cuivre se traduitialement, par un accroissement du
diamétre des colonies mycéliennes. Ainsi, I'effetadiivre sur la croissance 8e cinerealet
B. cinerea2est positif jusqu’a une concentration de 200 aB@0L ", concentration-seuil qui
varie en fonction de la température d’incubatiordetla souche (Figures 3a et 3b). Bien
gu’un effet-souche soit visible, du fait des pfile croissance qui ne sont pas superposables,
c’est aux températures de 20 et 25°C que les @damiycéliennes exhibent les plus grands
diametres. Ces deux valeurs de température ent¢ddrempérature optimale déterminée par
Correia-Judeet al (2010) pourB. cinereal(To= 21,4 °C+ 0,6 °C). Néanmoins, pouB.
cinerealet B. cinerea? I'effet positif du cuivre sur la croissance esaximal a 20°C a la
concentration de 3 mM.}.(190,62 mg.[). Au dela de 3 mM.L, la croissance mycélienne
décroit fortement, sans qu’il y ait inhibition tlalu taux de croissance pour les teneurs en
cuivre les plus fortes. Au dessus de 8 mM.ki la germination est encore possible aux trois
températures, on ne note pas de croissance myoeélagpréciable a I'ceil nu.

3.3.2. Cas de Penicillium expansum
Dans le cas dPenicillium expansurie taux de croissance optimal est bien inférgegelui
de Botrytis cinerea(Correia-Judeet al, 2010). Quelle que soit la température (Figuee4
5a), I'effet de faibles teneurs en cuivre sur laisgance mycélienne est peu perceptible pour
des concentrations égales ou inférieures a 1, 2 (#6860 mg.[*). En revanche, pour des
concentrations en cuivre supérieures a 2 mla croissance décroit fortement. Au dela de 5
mM.L™, la croissance apicale est de moins en moins piiste et pour la souche isolée de
Bourgogne P. expansum 25)3la germination est encore observée a 20°C jusdm’a
concentration de 10 mML

3. 3. Effets de la température et de la teneurwewre sur la production de géosmine
par Penicillium expansum.
Les fortes productions de géosmine Parexpansum 25.8t P. expansum 1618ont le plus
fréguemment observées a 15 et 20°C (Figures 4b)esbit a quelques degrés en dessous de
la température optimale de croissancep£l 23,9 + 1°C; Correia-Judeet al, 2010).
Néanmoins, pour de faibles concentrations en cuiere note que, quelque soit la
température, I'effet du cuivre est fortement pésgitsqu'a 1 mM.L* (P.expansum 25)3u
1,2 mM.L* (P. expansum 16)9

3.4.1. Cas de P. expansum 25.3
De la culture témoin sans cuivre jusqu’a la culemeprésence de 1 mM*Len fonction de la
température, les performances de la cultur®.dexpansum 25.8e traduisent a 15 et 25°C,
d’'une part, et a 20°C d’autre part, par des m@sple production de géosmine de 200 et de
400 respectivement, pour atteindre 2000 Hqal20°C. Au dela de 1 mM1, I'effet du cuivre
s'inverse et la production de géosmine fléchitdorént, pour passer dés la concentration en
cuivre de 5 mM.[} (317,70 mg [}) sous le seuil de détection.

3.4.2. Cas de P. expansum 1619
Bien que la production de géosmine de cette sopotvenant du Val de Loire se situe a un
niveau 10 fois plus faible que celle & expansum 25,3es tendances de production de
géosmine liées a l'augmentation de la teneur earewsont identiques. La production de
géosmine passe par un maximum (& 1,2 mM.E6,5 mg.I%), est ensuite suivie d’une
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décroissance, puis, au dela d’une teneur en cdi® mM.L*, passe également sous le seuil
de détection.

4. Discussion

Le cuivre, comme cofacteur de plusieurs enzymdsuelément essentiel pour les étres
vivants. Mais, si a de fortes concentrations, iitpentrainer I'apparition de radicaux libres
hautement réactifs sur les structures cellulairligvell et Gutteridge, 1984), on note qu’il
induit une résistance chez certains organismesiAime partie de la flore fongique ayant la
capacité de croitre en présence de 1,6 mM de c{lv¥@ mg) par kg de sol a été définie
comme tolérante au cuivre (Wainwright et Gadd, 19%dr la base de leurs résultats de
croissance, les souches Betrytis cinerea(Figures 3A et 3B) et dBenicillium expansum
(Figures 4a et 5a) peuvent étre assimilées a wstteflore tolérante au cuivre. On remarque
ainsi que jusqu'a 4 mM:t pour B. cinereaet jusqu’a 3 mM.[* pour P. expansumleur
croissance est largement égale ou supérieure aolasance en l'absence de cuivre.
Néanmoins, cette tolérance au cuivre est limitégaadela de ces concentrations-seuils, la
réduction de la croissance apicale est manifddtee tolérance au cuivre et a d’autres métaux
lourds a été attribuée a des mécanismes d’accuomulsbus forme d’adsorption a la paroi
fongique ou d’absorption intracellulaire, ou a ur@mbinaison de ces deux mécanismes
(Ahujaet al, 2001).

L’effet du cuivre sur la production de géosmineg Penicillium expansunapparait
plus limité et sans relation étroite avec la cranig® apicale. Indépendamment des différences
entre les niveaux de production des deux souch®s egpansuimon note que le maximun de
production de géosmine apparait aux concentragonsuivre de 1 et 1,2 mM:L Lorsque
s'amorce le fléchissement de la croissance apifades 4 mM. '), les niveaux de
production de géosmine avoisinent déja le niveauétection (5 ng:t). On sait que les
métabolites secondaires, au sein desquels se tdagéesmine, ne sont pas essentiels au bon
déroulement de la croissance. On pourrait ici sgppgue comme dans le cas de certains
végétaux (Cobbett et Goldsbrough, 2000), jusqu'@ goncentration de 4mM. ™. le
champignon modifie son métabolisme avec la prodoctie géosmine pour s’adapter a la
présence dans son environnement d’un métal toxiqoene le cuivre.

Les voies de synthese et le métabolisme de la géegmarPenicillium expansum’ont pas
encore été établies. Darriett al. (2000) ont montré que seule la forme (-) est S3tigbe par
Streptomycegt Penicillium ChezStreptomycesla voie de synthese est étroitement liée a
celle des terpénoides. Deux voies sont possibles, @nduisent toutes deux a la formation
de farnésyl pyrophosphate qui est transformé esrgi®. Une des réactions impliquée dans
cette transformation ferait intervenir une cytocheoP450 oxydoréductase (Figure 6) dont
I'activité serait influencée par le cuivre (Larabal, 2003) .

5. Conclusion

Il résulte des cultures en milieu modele préseiciggue le cuivre, jusqu’a des concentrations
de 1 & 1,2 mM.L, selon la souche, entraine un effet activateutasproduction de géosmine
parP. expansumNéanmoins, cet effet activateur du cuivre estimepé par une température
sous-optimale (20°C). Au niveau du vignoble, cémifie qu’'une limitation de la production
de géosmine paP. expansundurant la période antérieure a la vendange, éstd une
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concentration en cuivre (issue de traitements ptéfgg la plus faible possible, dans son

environnement immédiat. Dans ces conditions, ledaaux de cuivre résiduel n'aurait pas de
réle activateur de la production de géosmine sehapérature ambiante venait se positionner
pour quelque temps au dessus de la températureadgtde croissance {= 23,9 °C) .
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Tableaux

Tableau 1
Molécule Odeur Seuil olfactif Rémanence au cours Références
dans le vin (ng/l) de la vinification
Géosmine Moisi, 50 Apres la FA Darriet et al.
Terreux 2000
2-méthylisobornéol Moisi, 55 Eliminé durant la FA La Guercheet al,
Terreux 2003
(+) -Fenchol Terreux 50 000 A un niveau inférieur La Guercheet al,
(dans I'eau) au seuil olfactif 2006
(+) -Fenchone Terreux 500 000 A un niveau inférieur La Guercheet al,
(dans I'eau) au seuil olfactif 2006
2- méthoxy-3- isopropyl- Moisi 5 Rémanence partielle Allen et al.,
pyrazine aprés la FA 1991
2,4,6-trichloroanisole Moisi 3 Aprés la FA Alvarez-
Rodriguezet al,
2002

Tableau 2

Lieux de Valeurs extrémes des masse¢s Charge fongique initiale

prélevements des grappes (9) moyenne (milieu PDA)
UFCg*
Morey-St Denis 1 75 - 245 107 - 10
Morey-St Denis 2 105 - 260 107 - 10
Morey-St Denis 3 64 - 110 10° - 10
Morey-St Denis 4 45 -121 10° - 10
Morey-St Denis 5 75 -150 10° - 10
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