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Les missions des Centres de ressources biologiques (CRB), quels que soient
leurs objets d'intérét, sont de collecter, authentifier, conserver et distribuer
des ressources biologiques. Ici nous nous intéressons a la mission de col-
lecte, a travers 'exemple du CIRM (Centre international de ressources micro-
biennes), dont les catalogues de micro-organismes rassemblent des collec-
tions spécialisées, si précieuses pour la recherche.

Mais pourquoi et comment enrichir les collections ? Nous apportons quelques
réponses a cette question, a 'appui d'exemples tirés de récentes expériences
des CRB du CIRM.

1 Unité Biologie et biodiversité fongique, CIRM Champignons filamenteux, Marseille.

2 Infectiologie et sante publique, CIRM-BP, Nouzilly.

3 Sciences pour l'oenologie, CIRM-levures, Montpellier.

4 Institut de recherche en horticulture et semences, CIRM-CFBP, Angers.

5 Sciences des technologies du lait et de l'oeuf, CIRM-BIA, Rennes.

6 Mathéematiques et Informatiques appliquees du génome a l'environnement, Coordination du CIRM, Jouy-en-Josas.
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Intégrer de nouvelles espéces et augmenter la
diversité interspécifique

Lactivité des CRB s'insere dans le tissu de la recherche et
doit servir et accompagner cette derniere ; or, la science
évolue, et la diversité des objets biologiques, notamment
dans le domaine de la microbiologie, ne se découvre que
peu a peu. Les équipes de chercheurs travaillant sur diffé-
rents environnements, matrices et tissus isolent réguliére-
ment de nouveaux microorganismes ; les CRB doivent donc
maintenir une veille pour identifier les échantillons qui en-
richiront leurs collections. Par ailleurs, les développements
dans les sciences de I'évolution conduisent a de fréquentes
révisions de la classification taxonomique, susceptibles
de révéler des lacunes dans les collections ; lacunes qui
doivent alors étre comblées pour assurer la représentati-
vité de la diversité de ces collections. Les CRB spécialisés,
comme ceux du CIRM, vont également souhaiter améliorer
l'offre de diversité génétique au sein d'espéces connues,
quelques variations géniques pouvant conduire a des dif-
férences importantes dans leurs propriétés biologiques ou
technologiques.

Accroitre la diversité pour des espéces a fort potentiel
pour supporter I'innovation

Une partimportante de |'accroissement des collections vise
donc a accroitre l'offre de diversité des espéces qui ont un

Oenococcus

Lacobacillus Arthrobacter

Weisella

Bifidobacterium

e

Entrée en collection

fort potentiel dans des applications traditionnelles ou inno-
vantes. Citons deux exemples issus du catalogue du CIRM-
BIA(Figure 1).

D'abord, le cas de I'especes bactérienne Streptococcus ther-
mophilus d'intérét pour la fabrication de laits fermenté,
dont les yaourts. S. thermophilus a la capacité de produire
des exopolysaccharides qui peuvent modifier la texture des
laits fermentés. Il savere que cette propriété technologique
importante est extrémement souche dépendante. Dés lors,
le fait de disposer d'un panel de souches varié pour cette
espece permetaux industriels de sélectionner celle qui leur
permettra d'obtenir un lait fermenté avec la texture désirée.

Sur le méme principe, I'espéce bactérienne emblématique
de I'Emmental (Propionibactérieum freudenreichii) a la
capacité de produire des composés d'ardmes variés, cette
capacité étant, la encore, assujettie a la souche. Le fait de
pouvoir disposer d'un grand choix de souches pour cette es-
péce permettrait de moduler I'ardme final des productions
d’Emmental.

Clest pour répondre a ce type de besoins que le CIRM-BIA
propose, aujourd’hui, a son catalogue, pour ces deux es-
péces, respectivement 223 et 236 souches les plus variées
possibles en termes de biotope et d'origine géographique.

Figure 1. Exemple de la diversité intraspécifique au sein d'un
catalogue du CIRM. Le catalogue du CIRM-BIA (bactéries d'interét
agro-alimentaire) propose quelques 4 000 souches au sein de 160
especes, mais une douzaine d'especes cles rassemblent la quasi-to-
talité du catalogue.
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Aller au-dela des souches types pour alimenter la
recherche sur les espéces pathogénes

L'étude de la diversité intraspécifique est également im-
portante dans le cas de pathologies émergentes. Il est alors
nécessaire dacquérir des connaissances sur la diversité
génétique des souches, d'établir la variabilité des carac-
téristiques phénotypiques, afin de mieux comprendre les
risques associés.

Le projet CecoType, piloté par Pascal Serror (UMR Micalis)
a constitué une premiere étape vers I'élucidation de la pa-
thogenése d'Enterococcus Cecorum, un pathogéne aviaire
émergent et a fort impact économique, responsable de
troubles squelettiques chez les poulets de chair a croissance
rapide. Pour cela, une collection de 118 isolats d'E. Cecorum
a été rassemblée, en collaboration avec le CIRM-BP et des
partenaires privés ou académiques frangais et étrangers.
Cette collection comporte principalement des isolats cli-
niques collectés au cours des dix derniéres années dans
une quinzaine d'élevages de poulets de chair frangais ainsi
que des isolats commensaux aviaires et des isolats d'origine
humaine. Lensemble des isolats a été ré-identifié, validé au
niveau de la pureté et caractérisé en termes de morphotype,
puis conservé au CIRM-BP, associé a une collection d’ADN
génomiques. Le tout a été mis a disposition de I'ensemble
des partenaires du projet. Le séquencage des génomes en-
tiers de l'ensemble desisolats et la génomique comparative
ont été utilisés pour rechercher les génes spécifiques de
métabolisme et de virulence. Les capacités de formation de
biofilm et d'adhésion au collagene ont été quantifiées afin
d'investiguer les caractéristiques d'aptitude et de virulence.
Un modele d'ceuf embryonné a également été utilisé pour
caractériser la virulence d'une sélection d'isolats. Le projet
Cecolype fournira le premier ensemble de données sur
la diversité génétique des souches d'E. Cecorum circulant
entre et au sein des élevages.

Positionner les CRB en amont dans les projets
de recherche d'exploration de la diversité
microbienne pour enrichir leurs catalogues

L'association d'un CRBa des projets de recherche comportant
un volet d'exploration de la diversité microbienne présente
dans un environnement donné permet la prise en charge
de la caractérisation taxonomique des isolats et leur
conservation.

Nous décrivons ci-apres deux exemples récents de projets
de recherche achevés ou en cours ayant conduit a I'isole-
ment de souches qui ont rejoint les collections du CIRM.
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Projet ANR PeakVYeast (Unité SPO, coord. J.-L. Legras)
Exploration du potentiel adaptatif de population de levures
S. cerevisiae dans le mo(it de raisin en prenant compte son
microbiote.

Ce projet comprenait un volet d'exploration de la diversité
microbienne fongique et bactérienne de molits de raisins.
Les deux CRB impliqués dans le projet, le CIRM-Levures et
le CIRM-BIA, ont pris en charge I'isolement et I'identification
taxonomique des espéces présentes dans ces mo(its avec le
souci de maximiser la diversité collectée. Aprés avoir carac-
térisé la cohorte de souches de bactéries et levures isolées
a l'aide de méthodes moléculaires, un sous ensemble des
souches représentant les especes collectées a été retenu, en
limitant les risques de doublons issus d'un méme échan-
tillon. Ainsi, 52 souches de bactéries et 180 de levures ont
été introduites en collection ; cela a permis d'enrichir les ca-
talogues en souches caractéristiques du modt de raisin e,
ainsi, de mieux répondre aux besoins des cenologues et de
la communauté scientifique.

Projet de recherche participative Flegme (Unité STLO,
coord. Florence Valence)

Analyser la composition des consortia microbiens asso-
ciés a la lactofermentation des |égumes, afin de favoriser
le maitrise des processus fermentaires et encourager ain-
si la production d'aliments aux qualités organoleptiques
nouvelles.

Dans ce contexte il s'agissait de constituer une collection
de référence représentative de la diversité bactérienne as-
sociée aux légumes lactofermentés. Pour ce faire, le CIRM-
BIA a isolé et identifié 310 isolats, a partir d'échantillons
fournis par des citoyens, en optimisant leur diversité, et
mené en parallele la caractérisation de I'écosysteme mi-
crobien dans son intégralité par des méthodes de meta-
barcoding (métagénomique ciblée). Les souches isolées
dans le cadre de ce projet et les métadonnées associées,
dans un contexte d'open science, ont intégré la collection
«ouverte » du CIRM-BIA pour étre mises a disposition de
I'ensemble de la communauté scientifique qui s'intéresse
aux fermentations végétales.

Découvrir de nouvelles especes en menant des
campagnes de collecte

Les CRB peuvent également étre a l'origine de campagnes

de collectes dans des environnements encore peu étudiés
ou dans des zones géographiques ol une forte biodiversi-
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té est anticipée. Dans le cadre de I'ANR BioEnergie PNRB
E-TriCel (Exploration de la biodiversité enzymatique pour la
complémentation du sécrétome de Trichoderma reesei afin
d'améliorer I'hydrolyse des lignocelluloses), le CIRM-CF a
organisé trois campagnes de collectes (2008-2010). Ces
campagnes, destinées a explorer la biodiversité fongique
naturelle de Guyane, ont été initiées avec les scientifiques
de 'UMR Ecologie des Foréts de Guyane (EcoFoG) parte-
naires du projet et, pour certains lieux de collecte, elles
ont fait l'objet d'autorisation de la part des autorités locales
(Photo 1). Il faut noter que la mise en ceuvre, aujourd'hui,
du Protocole de Nagoya a travers le dispositif APA (2016)
nécessite une déclaration préalable aupres du Ministere de
la transition écologique et solidaire. Ces missions ont été
effectuées en collaboration avec des mycologues de terrain,
spécialistes de la zone Antilles-Guyane, appartenant a la
Société Mycologique de France. Au final, elles ont permis
une diversification de la collection du CIRM-CF, qui s'est
enrichie de 146 souches authentifiées appartenant a des
taxons jusque-la non représentés dans la collection, et qui
ont été mises a disposition du projet. Les données associées
aux souches, en particulier tout ce qui concerne leur origine
géographique, sont bien slr répertoriées dans la base de
données du CIRM-CF, et accessibles via le catalogue de la
collection. Le CIRM-Levures (Montpellier) a été associé a
ces missions et a participé a I'isolement de souches de
levures qui ont également rejoint ces collections. Sur 276
souches de levure isolées, 210 correspondaient a 82 es-
péces connues, tandis que 54 autres étaient réparties dans
51 nouvelles espéces potentielles, dont 8 ont été nouvelle-
ment décrites (Amoikon etal., 2018 ; Jacques etal., 2016 ;
Jacques etal., 2019). Cet exemple illustre le potentiel que

Photo 1. Mission de terrain en Guyane (de gauche a droite: Pr. R.
Courtecuisse, Faculté de Pharmacie de Lille ; Ch. Lechat, SMF ; S.
Grisel, INRA, UMR 1163, Marseille ; N. Jacques, INRA/Agroparis Tech ;
A. Favel, INRA, UMR 1163, Marseille, Responsable du CIRM-CF)

recelent les environnements naturels pour isoler de nou-
velles especes.

Ce type de missions, a caractere naturaliste, qui visent
a caractériser la biodiversité microbienne dans les envi-
ronnements naturels restent rares ; en effet, le finance-
ment des expéditions doit se concevoir dans la cadre de
projets ayant des objectifs scientifiques précis, et néces-
sitent de co-construire des questions de recherche avec
les équipes. Le CIRM avec son expérience et son exper-
tise permet de construire ces volets biodiversité des pro-
jets dans leurs dimensions techniques, mais également
réglementaires, devenues essentielles dans le contexte
du protocole de Nagoya'.

Sauvegarder les collections d'intérét
agronomique menacées pour préserver l'avenir

Les priorités des équipes de recherche évoluent dans le
temps, et certaines collections ne peuvent plus étre conser-
vées dans de bonnes conditions lors du départ de cher-
cheurs ou de changements dans les priorités thématiques
des unités. Certaines de ces collections, qui ont parfois été
constituées sur plusieurs décennies et qui sont associées
a des données de collecte de qualité et caractérisées dans
des publications, constituent un patrimoine scientifique
de grande valeur. Leur disparition peut donc savérer tres
dommageable pour la communauté scientifique ; le réle
des CRB est alors d'évaluer, sur des critéres de complétude
des collections et des intéréts de la communauté dans son
ensemble, si leur sauvegarde présente un intérét et de
proposer, en accord avec les départements concernés, des
rapatriements pour assurer leur sauvegarde.

Diautres situations peuvent également conduire au trans-
fert de collections dans les CRB, alors méme que la théma-
tique reste pleinement active au sein d'un collectif de re-
cherche. Ainsi, il arrive que la maintenance de la collection
excede les ressources humaines disponibles de sorte que
son transfert apparaft comme la meilleure solution pour
préserver et distribuer les souches. De telles opérations
sont menées régulierement au sein des CRB du CIRM, en
voici, ci-aprés, quelques exemples récents.

Rapatriement de la collection de souches de Fusarium
de I'UR MycSA

En2013, le CIRM-CF a été sollicité par les chercheurs de I'UR
MycSA (Villenave d'Ornon) pour rapatrier une collection de
plus de 400 souches de Fusarium sp., réparties sur plus

1 Le protocole de Nagoya sur lacces aux ressources genetiques et le partage juste et équitable des avantages decoulant de leur utilisation (APA)

est entré en vigueur le 12 octobre 2014.
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de 25 espéces représentatives des populations frangaises
inféodées au blé et au mais. La pérennisation de cette col-
lection de souches bien identifiées et caractérisées, notam-
ment pour leur capacité de production de mycotoxines,
était vitale pour la thématique de recherche de I'unité, mais
son transfert inévitable en raison des ressources humaines
insuffisantes. Aprés accord du département MICA, a la fois
concerné par la collection et par le CIRM-CF, le rapatriement
a fait l'objet d'un cahier des charges établi par le CRB en
concertation avec I'UR, stipulant entre autres les conditions
d'accés aux souches par I'UR MycSA et par un tiers. Au fi-
nal, cela a donné lieu a la signature d'une Fiche de dépot
entre unités INRAE. Dans le respect du systéme Qualité du
CIRM-CF, certifié 1SO 9001, et en accord avec les principes
des Centres de Ressources Biologiques, I'intégration des
souches a la collection a fait l'objet d'un travail préalable
dauthentification des souches par le CRB.

Sauver la collection de souches d'Agaric de I'UR MycSA

Dans un contexte un peu différent, a savoir un départ en
retraite associé a une réorientation thématique, le CIRM-
CF a procédé, en 2017, au rapatriement d'une collection
de pres de 800 souches de champignon de Paris (Agaricus
bisporus en majorité) constituée sur plus de 20 années par
I'UR MycSA (Villenave d'Ornon). Lintérét scientifique de la
pérennisation de cette collection du champignon le plus
consommé au monde (40 % de la production mondiale)
ayant été établi, et apres accord des deux départements
concernés (SPE pour la collection et MICA pour le CIRM-CF),
la procédure de rapatriement s'est déroulée de la méme
facon que pour la collection de Fusarium. L'incontournable
étape dauthentification des souches a bénéficié d'un sou-
tien financier des deux départements concernés (CDD,
consommables).

La collection de levures de Rhum, UMR QUALITROP
Antilles-Guyane

Pour la collection de 'UMR QUALITROP, la restructuration
de l'unité et l'arrét de lactivité de recherche sur les
fermentations de produits tropicaux ont posé la question
du devenir de cette collection de levures, construite au
cours des 40 dernieres années. Aprés prise de contact avec
Iancien responsable de la collection, les souches encore
présentes et les informations associées ont été transférées
aupres du CIRM-Levures. Du fait des changements
importants dans la taxonomie des levures, ces souches
ont été systématiquement ré-identifiées avant d'étre
mises en collection.

Sécuriser la collection de bactéries pathogénes des
poissons de la VIM (Jouy-en-Josas) au CIRM-BP

Dans le contexte du proche départ en retraite de Jean-Fran-
cois Bernardet qui avait assemblé, sur plusieurs décen-
nies, une formidable collection de bactéries pathogénes
de poissons collectées sur cing continents, I'équipe Infec-
tion et Immunité des Poissons (Eric Duchaud) a sollicité le
CIRM-BP. Afin de garantir la conservation d'une sélection
représentative de ces souches, des critéres de choix ont été
établis, comme l'usage fréquent des souches par I'équipe
d'origine, la disponibilité de leurs séquences génomiques,
I'implication des souches dans des publications et leur ca-
ractere unique car non disponibles ailleurs. Lobtention des
autorisations de la part des personnes ou instituts ayant
initialement transmis les souches a I'équipe de la VIM a
également été prise en compte. Apres une transmission de
savoir-faire de la part du futur retraité, une collection de 295
souches appartenant a 3 especes du genre Flavobacterium
et 6 espéces du genre Tenacibacilum, isolées entre 1969
et 2016 dans le monde, a ainsi été transférée au CIRM-BP
en 2021. Les souches sont actuellement en cours de mise
en collection apres une procédure d'authentification et de
mise en conformité de leur statut vis-a-vis de I'APA/Proto-
cole de Nagoya.

Préserver les intéréts des chercheurs et des unités

Dansde tellessituations les CIRM privilégient les contrats de
dépdt ouverts qui permettent d'exposer les souches conser-
vées et de les rendre disponibles auprés de la communauté
scientifique, tout en maintenant la propriété intellectuelle
au déposant original en cas d'exploitation industrielle ou
financiere de la ressource. Cette solution permet donc, en
exposant a travers le catalogue du CIRM les résultats de la
recherche, d'optimiser les possibilités de valorisation et les
opportunités de collaboration pour les équipes ; ces der-
niéres sont ainsi dispensées des taches lourdes de conser-
vation et de distribution des ressources, mais gardent le
contrdle sur leur utilisation a travers les MTA.

Il est néanmoins possible, aux équipes qui le souhaitent,
de déposer, moyennant des frais de garde, leurs collections
sous forme de dépdts fermés qui restent confidentiels. Il
existe donc de multiples modalités pour faire évoluer les
catalogues des CRB microbiens, qui ont toutes leur utilité,
selon les circonstances. Un message important a faire pas-
ser, aupres des équipes de recherche, est qu'il est générale-
ment judicieux d'associer des CRB lors de la conception de
projets de recherche qui comportent un volet d'exploration
de la biodiversité ; cela permet que soient pris en compte,
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des la genése du projet, tous les aspects techniques et ré-
glementaires liés a la construction de collections originales.

Microbiotes, métagénomique et culturomique :
de nouveaux défis pour les catalogues des CRB
microbiens

Ces dernieres années, les apports de la métagénomique
ont permis de mesurer I'étendue des especes microbiennes
qui échappent encore a nos techniques de culture. Ainsi,
sont apparus des ensembles taxonomiques de microorga-
nismes totalement inconnus des microbiologistes, car trop
difficiles a cultiver, trop rares ou présents dans des envi-
ronnements peu étudiés jusqu'alors (Castelle et Banfield,
2018). A l'heure actuelle, beaucoup des taxons microbiens
décrits restent inaccessibles aux approches expérimentales
microbiologiques classiques. La recherche doit encore pro-
gresser pour manipuler et isoler ces microorganismes, no-
tamment a travers des approches culturomiques.

Les CRB microbiens doivent donc rester a l'aff(it des déve-
loppements sur ces fronts de la science, afin de compléter
leurs collections et de continuer a offrir a la communauté
scientifique des ressources fiables pour les activités de re-
cherche et de développement.

Plusieurs CRB du CIRM sont impliqués dans les projets
danalyse des microbiotes : Microstore (conservation des
consortia associés aux plantes) pour le CIRM CFBP, Flegme
(Microbiotes des légumes fermentés) pour le CIRM-BIA,
Egg-to-meat (Flux bactériens chez le poulet) pour le CIRM-
BP ; ils commencent donc a s'équiper dans une perspec-
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