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Résumé

Nous avons exploré dans la présente étude la divels la flore fermentaire indigéne
libanaise deSaccharomyces cerevisiaa collectant des échantillons de modts de ramsms
cours de fermentations naturelles de diversesitésalispersées sur le territoire libanais. Une
grande diversité moléculaire de la flore libanaasété mise en évidence, que ce soit entre
différentes localités géographiques, au sein desscau au sein des fermentations naturelles.
En dépit de cette diversité, plusieurs cas de danu@ et de pérennité de souches ont été
observés dans les caves vinicoles ou les fermentasiemblent étre conduites par des lignées
de souches apparentées. Une telle parenté a afisdiservée dans des zones géographiques
restreintes, mais plus la zone s’élargissait mapyzarente était la parenté entre souches. La
flore libanaise, en dépit de sa diversipiurrait étre dotée d'une certaine spécificité en
comparaison aux autres flores vinicoles. L'influeru milieu de fermentation sur la parenté
des isolats semble en outre plus importante qffet'géographique.

Nous avons aussi évalué les méthodes moléculaiilesees pour I'exploration de la
diversité ; deux méthodes déja mises au point aupat (amplifications de séquences entre
deux éléments delta et de loci microsatellites)ret nouvelle méthode que nous avons testé,
le MLST. Les deux premiéres méthodes se sont avéré® utiles pour le typage vu la grande
variabilité de leurs marqueurs et par conséquamtdeande capacité de discrimination. Par
contre le schéma MLST a montré une capacité deimtis@tion inférieure a celle des deux
autres méthodes. Il pourrait néanmoins étre anééfar I'utilisation de loci plus variables.
Mais contrairement aux deux autres méthodes, le Mes§ apparu plus utile pour l'inférence
des relations phylogéniques, particulierement pegisouches peu apparentées.

La diversité phénotypique accompagnant la divensitdeculaire a été examinée elle
aussi en vue d'une potentielle sélection de soudtepour envisager son éventuelle
congruence avec la diversité moléculaire. Les semiétudiées d8. cerevisia®nt présenté
des capacités fermentaires différentes ce qui pibudtre exploité pour pousser la sélection
entamée dans cette étude en vue de futures udiisaienologiques, notamment dans
I'industrie vinicole libanaise. La diversité phéyoigue qui a accompagné la diversité
moléculaire a montré une certaine congruence aver €ette congruence a été
particulierement reliée a la production élevéee éfalkciéhyde de certains profils moléculaires
et elle pourrait éventuellement aider a prédirgprdaduction d’acétaldéhyde pour certaines

souches.

Mots-clés : Saccharomyces cerevisidgre fermentaire, diversité moléculaire, effet
de la géographie, effet du milieu, typage, MLSTIjtatdes méthodes moléculaires, diversité
physiologique, sélection de souches, congruencéaulaire/phénotypique.



Abstract

We explored in this study the biodiversity of tlegmenting indigenous Lebanese flora
of Saccharomyces cerevisidg collecting samples of natural fermentationgEpe musts
from various localities dispersed within the Lebsaéerritory. A great molecular diversity of
the Lebanese flora was found in the natural feratemts, as well as in the wineries as a
whole and between different geographic localitieewever, cases of dominance and
perenniallity were also recorded in wineries. Besjdfermentations in the same wineries
seemed to involve lineages of related strains. tBateess of strains was also seen in narrow
geographical areas while it was lost as the arslsged. Despite its diversity, the Lebanese
flora could nevertheless be interrelated, whichpprty was observed when this flora was
compared to other oenological floras of diversgios. Finally, it seemed that the effect of
the thriving media was greater on the lineageseoménting floras than the effect of the
geographical distance.

We also evaluated the usefulness of the molecypemd methods used for assessing the
biodiversity of the S. cerevisiaefloras. Two of them, interdelta fingerprinting and
microsatellites analysis, were previously develgpetiile we tested a new method, the
MLST. The first two methods were very useful fopityg due to the great variability of their
markers and thus to their great discriminatory powehile MLST showed a lower
discriminatory power. But our MLST scheme could h@ably be improved by using more
variable loci. MLST was nonetheless more usefuhfierring strains relatedness, especially
for poorly related isolates.

We further examined the phenotypic diversity thataanpanies the molecular one in
order to initiate a selection scheme for some amgichl strains and also to verify the
correspondence between the molecular and the pjpaaliversity. The studied strains 8f
cerevisiaepresented different fermenting capacities whicul@de exploited to push further
the selection scheme for potential commercial usggarticular in the Lebanese winemaking
industry. On the other hand, a certain congruemteden the molecular and the phenotypic
diversities was observed and it was mainly due tmraelation between high acetaldehyde
productions and particular molecular profiles.Histpath is studied further, this congruence
might help predict acetaldehyde production foripatar strains.

Keywords : Saccharomyces cerevisiadermenting flora, molecular diversity,
geography effect, thriving media effect, typing, SIL, usefulness of molecular methods,
phenotypic diversity, strains selection, molecylaehotypic congruence.
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Nous proposons dans la présente étude d’explordiviasité de la flore fermentaire
indigene deSaccharomyceserevisiaesur le territoire libanais. Nous exposons dang)uie
suit le projet entamé tout en soulignant quelquaisite principaux qui seront développés

ultérieurement.

La pratique de linoculation est encore limitée hiban puisqu’elle est reliée a
I'implantation des industries vinicoles qui se cemitent principalement dans la région de la
Bekaa. Malgré le développement actuel de quelgndastries dans d’autres régions, le
nombre des entreprises reste limité et par conségaassi l'utilisation de levures
commerciales, ce qui devrait avoir préservé laeflmcale d’'une possible “contamination”
par des souches non indigénes. De plus, la pratigua vinification, trés ancienne au Liban,
se perpétue toujours et elle est encore tres répatans les foyers libanais. Les vinifications
faites a cette échelle sont généralement menéetapre naturelle sans inoculation de
souches commerciales pré-sélectionnées. Ces fadmurdu Liban un terrain favorable pour
I'étude de la biodiversité naturelle de la florenfientaire a petite et a grande échelle, et pour
la préservation de cette diversité. Cette étudassiain intérét pratique pour les industriels
qui pourront profiter de la constitution d’'une baeqde levains indigénes. Cette banque
(constituée de prés de 600 isolats) est un réseteodiversité d’ou on pourrait puiser des
souches a utiliser dans I'inoculation des ferméonat en parallele, ou en remplacement des
levains actuellement utilisés et qui ont été s@aoes dans d’'autres parties du monde. Il
serait d’autant plus intéressant d’avoir recourd’udilisation de levures indigénes si
I'existence de souches de terroirs était mise émeéee et surtout s'il se confirmait que ces
souches sont plus adaptées a conduire les fernoerstaties régions d’ou elles ont été
sélectionnées ou qu’elles pourraient conférer awns yproduits une certaine particularité
comme le proposent Lengd al (1996) ou Martini (2003). Une contribution des lezsia une
typicité des vins libanais ne serait que favorgdger un domaine vinicole en développement

et en recherche de plus d’expansion.

Pour mieux cerner le travail que nous avons eng@bravant de rentrer dans ses détails,
nous avons développé dans le Chapitre | quelguamedh s’y rapportant plus ou moins
directement, mais que nous avons jugeé utile d’aygpdur donner une vision plus globale du

sujet étudié.
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Au cours de notre travail, nous nous sommes irgésedans un premier temps a savoir
si les flores au sein des fermentations libanasses sujettes a autant de diversité que ce qui
est généralement répertorié, et si la aussi deénswh de dominance et de minorité des
souches existent. Nous avons pour cela isolé desele de plusieurs cuves en cours de

fermentation naturelle a partir de caves situéas géusieurs régions libanaises.

Nous avons ensuite exploré la possible existenoeedmplantation de souches dans les
caves vinicoles comme il a été suggéré dans plhssétudes antérieures (Martetial, 1996 ;
Beltranet al, 2002). Pour ce faire, des échantillons ont é&8dans les mémes caves sur plus
d’'une année et les isolats des fermentations risirent été a chaque fois étudiés pour voir
s'il existe une flore résidente qui reste d’'une @nra l'autre et qui intervient dans les

nouvelles fermentations.

L'étude a aussi été élargie pour inclure pratiquan@utes les régions libanaises ou des
fermentations naturelles sont conduites pour vda 8ore indigene est homogene a travers le
territoire ou si elle est plutdt diverse selondé@&rentes régions étudiées. Pour cela un grand
nombre de caves a été pris en compte, certaingd pitoches géographiqguement et d’'autres

beaucoup plus éloignées.

L’échantillonnage de caves plus ou moins éloigrggasgraphiquement et situées dans
des zones aux climats différents avait aussi poirdie vérifier si on peut différencier les
flores selon leur origine géographique. En d’autezmes, de vérifier si les flores sont plus
similaires dans des zones géographiquement resise@t/ou climatiquement similaires, les
résultats des études antérieures étant contraistai ce propos (Guillamost al, 1995 ;
Vesavaudet al, 1995). L'existence de souches de terroirs ségg@ar certaines études

(Vesavaucet al, 1995 ; Schulleet al, 2005) serait aussi examinée de la sorte.

Dans les échantillons préleveés, tous les typesime produits naturellement au Liban
ont été représentés, qu’ils soient secs (blanegyes ou rosés) ou doux et concentrés par
plusieurs méthodes (évaporation par chauffage gpliage ou surmaturation), pour voir si le
procédé technologique a une incidence quelconqukesywénomes des souches qui auraient

subi des pressions sélectives particulieres selpndcédé utilisé.
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Finalement la flore libanaise a été comparée deus flores vinicoles en provenance
de divers pays pour voir si une différenciationseéxiselon l'origine géographique. Les
résultats de Martineat al (2004) qui ont étudié les flores de trois paydndérique du Sud
suggerent une telle différentiation. On voulait @usavoir grace a cette comparaison si la
flore vinicole libanaise se caractérise par unéagee spécificité par rapport aux autres flores
vinicoles. Des isolats provenant de produits feri@&mon vinicoles ont aussi été testés avec
des isolats libanais pour voir si une difféerentintexiste selon le milieu dans lequel évoluent

les souches.

Les résultats concernant les divers aspects d'sealg la biodiversité ont fait I'objet

d’'une publication qui a été soumise et qui esterEe dans le Chapitre II.

Trois méthodes de typage ont été adoptées durard travail, en excluant les deux
méthodes les plus utilisées généralement dansroe gé&tudes, I'analyse des caryotypes et
la RFLP de TADNmt. Des tests préliminaires avecnambre restreint de souches nous ont
permis d’écarter la premiere méthode pour sa coxiplet le temps qu’elle requiert, surtout
pour analyser un grand nombre d’isolats, ainsi lguseconde méthode qui nous a semblé
moins facile a mettre en ceuvre que I'amplificatmar PCR des régions inter-LTR et qui a

géneré des profils plus compliqués de nos isolats.

Pour étudier la biodiversité dans les cuves enscder fermentations naturelles ainsi
gu’'au niveau du territoire libanais, nous avonsisihd'avoir recours a la PCR interdelta a
laquelle ont été soumis tous les isolats retenus faire partie de notre étude. Cette méthode
relativement simple et facile a mettre en ceuvreitaua sa capacité de discrimination
ameéliorée par Legras et Karst (2003) grace au ateimouvelles amorces. Elle semblait donc

une bonne candidate pour une différentiation a@sdie les isolats collectés.

La deuxieme méthode adoptée a été I'étude des saimitites dont I'efficacité pour la
discrimination des isolats d& cerevisiaa été prouvée (Legras al, 2005). Cette méthode
appliguée a un nombre plus restreint d’'isolatsnifig a été utilisée principalement pour la
comparaison de leurs profils avec ceux d'isolatslogiques de diverses origines caractérisés
par la méme méthode par Legrasal (soumis) qui nous ont gracieusement fourni les

résultats de leurs caractérisations.
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Nous avons finalement choisi de développer unsigmie méthode, le MLST, basé sur
le séquencage a divers loci du génom&deerevisiaga I'instar des méthodes déja adoptées
avec grande efficacité pour la discrimination et &udes épidémiologiques d’un nombre
important de bactéries et deandida albicans L'utilisation directe de séquences d’ADN
présente l'intérét de diminuer la variabilité démsraitement des résultats associée a d’autres
méthodes, et de faciliter les comparaisons futamtse différents laboratoires. D’ailleurs
durant notre travail, des études similaires eniseprpar d’autres équipes ont été publiées
(Fay et Benavides, 2005 ; A al, 2006). Nous avons procédé tout d’abord a Isdtion de
géenes de ménage pour ensuite élargir le spectriedes!’'inclusion de régions intergéniques
et d'ORFs non identifiées et la méthode a été éemt@c des isolats caractérisés a la fois par

I'analyse des microsatellites et des interdeltas.

Le travail concernant le développement du schémaSMla fait I'objet d'une
publication (Ayoubet al, 2006) qui est présentée dans le Chapitre lIl.

L'utilisation de trois méthodes indépendantes deurypage des mémes isolats nous a
par ailleurs permis d’évaluer I'efficacité de ceséthodes pour le typage & cerevisiaeet
pour l'inférence de relations phylogéniques entes douches libanaises ainsi qu'avec des

souches non libanaises et/ou non vinicoles. L'étan est présentée dans le Chapitre V.

La diversité moléculaire observée dans la plupest éudes de la flore fermentaire est
couplée a I'observation d’'une diversité physiolagigCette derniére a été largement explorée
par l'analyse de la contribution de différentes cdms deS. cerevisiaeaux arémes
fermentaires, fruits de leur métabolisme. Les téssipréliminaires des analyses moléculaires
de la flore libanaise ont montré qu’elle se camdsxtéelle aussi par une certaine diversité ce

qui nous a amené a nous enquérir de la diversitg§igilbgique de ces souches.

Pour cela, nous avons choisi d’inclure dans cettduétion des souches libanaises
identiques, apparentées ou différentes au nivedéculaire et des souches non libanaises
et/ou non vinicoles. En nous inspirant des schénmssélection de souches vinicoles
généralement adoptés, nous avons choisi de testains parametres physiologiques et

technologiques.
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Des parametres en relation avec la production daics métabolites et d’autres ayant
une incidence plus technologique ont été choisis Bombre des paramétres retenus avaient
été trouves variables et discriminants entre leglses vinicoles dans des études antérieures
(Lurton et al, 1995 ; Lemaet al, 1996 ; Romanet al, 2003). En les analysant nous avons
voulu examiner d’'une part la diversité physiologigde nos souches en essayant de les
différentier selon leurs propriétés fermentairesaude part, I'analyse de ces paramétres
présente un certain intérét industriel dans la meesu elle pourrait contribuer a linitiation

d’une future sélection de souches libanaises purdtilisation sous forme de LSA.

Nous avons finalement essayé de voir si des souapparentées ou identiques au
niveau moléculaire suivaient les mémes schémasadenig ou d’identité phénotypiques.
L’existence d’'un parallélisme entre les classifimas moléculaire et physiologique pourrait
permettre a terme d'assister la sélection, ou inedaétapes de la sélection des souches
vinicoles, par I'utilisation de marqueurs molécteéai plus faciles a mettre en ceuvre que les
schémas fermentaires compliqués et longs de s@edé souches. Les résultats de cette

derniere partie sont exposés dans le Chapitre V.
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Chapitre |
Synthese bibliographique
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.1 Le Vin au Liban

[.1.1 Le vin dans la préhistoire

La production délibérée du vin par les hommes a&s$ sloute liée a la domesticatibe
la vigne eurasienne dont la forme sauvadiéq vinifera sylvestriss’étend de nos jours sur
6000 Km d’Est en Ouest, de I'Asie centrale en Espagt sur 1300 Km du Nord au Sud, de
la Crimée en Afrique nord ouest. Cette forme saev@g est a I'origine des cépages utilisés
actuellement pour produire la quasi-totalité des vhondiaux est encore retrouvée le long du
bassin méditerranéen, de I'Espagne jusqu’au Li@dimtérieur des terres le long du Danube
et du Rhin, autour de la mer noire et de la merpfease, aux sources du Tigre et de
I'Euphrate et jusqu’en Asie Centrale (McGovern, 2008igure 1).

Beaucoup de légendes se plaisent a raconter liéippaglu vin mais, aussi séduisantes
gu’elles soient, elles n'en sont pas plus véridigae des hypotheses plus rationnelles ont
essaye d’expliquer I'apparition de cette boissome Uhypothese paléolithique™” suppose que
les hommes ont commencé a mimer a cette époquanisfarmation fortuite du raisin en vin
gu’ils observaient dans la nature, mais elle mareqo®re a ce jour de preuves tangibles. Un
consensus tiré des preuves archéologiques etibistsrdécouvertes jusqu’a présent suppose
que le vin est apparu durant la période néolithi(RE00—-4000 av. J.-C.) dans les parties
nordiques du proche orient. De la on croit qu’'ést’ graduellement répandu aux régions
voisines comme I'Egypte ou la Mésopotamie inféme(ir 3500-3000 av. J.-C.) pour arriver
en Créte (~2200 av. J.-C.) puis Rome et ses cdosieemprunter les cours des grandes
rivieres pour s’installer en Europe et atteindpaéir de la le “nouveau monde” (McGovern,
2003). C’est probablement I'association de plusi¢acteurs durant la période néolithique qui
a permis a des aliments comme le vin, le pain daidee, ainsi qu'une gamme de viandes et
de céréales d’émerger. En effet cette périodersetéaise par la sédentarisation des hommes,
la conséquente domestication des plantes et lelaj@dement d’'une cuisine néolithique, ce
qui a rendu possibles la transformation des alimaitsi que leur stockage (Cavalietial.,
2003).

L'une des premieres preuves d’'une production vieiceophistiquée et maitrisée
remonte a 5400-5000 av. J.-C. : des jarres abritestrésidus organiques ont été trouvées sur
le site archéologique de Hajji Firuz Tepe dansiestagnes de Zagros en Iran. L’analyse des
résidus tapissant les jarres a mis en évidencetkepce d’'une combinaison d’acide tartrique,

de tartrate de calcium et de résine de thérélfsgehant que le thérébinte produisait sa résine
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en cette région en méme temps que la vigne saywageisait ses raisins, que la résine de
thérébinte était utilisée pour éviter la détérimmidu vin et que I'acide tartrique ne se trouve
en grande quantité que dans les grappes, il estgcla les jarres contenaient un produit issu
de la vigne, fort probablement du vin. Il sembléaqeette époque la production de vin était
déja maitrisée et les six jarres d'une capacitépds de 9 litres trouvées dans ce qui
ressemblait a une cuisine, étaient apparemmenésseadt recouvertes par des couvercles en

argile pour éviter leur transformation en vinai¢MeGovernet al, 1996).
1.1.2 Le vin au Liban depuis I'antiquité

Le Liban qui se trouve dans une région qui a fal&riqu vin depuis la préhistoire, ne
semble pas avoir fait exception au développementadavité vinicole depuis les anciens
temps et il demeure encore aujourd’hui un paysymtadlir de vin. Bien qu’on ne dispose pas
de preuves a I'appui, on croit que le vin étaitduit au Liban et qu’il en était exporté aussi
loin que 3000 av. J.-C. et qu'il pourrait méme reao a pres de 7000 ans av. J.-C. Des
hypothéses parlent d’une introduction en France lpar croisés de variétés de raisin
phéniciennes qui ont donné aprés plusieurs croisemeertaines variétés actuellement
connues (Karam, 2005). Mais un travail archéologiguhistorique reste a faire pour déméler
le faux du vrai.

Quoi qu’il en soit et que la production vinicolddnaise soit aussi ancienne qu’on le
suppose ou pas, il est néanmoins sir qu’elle @t bien établie vers la seconde moitié du
8°™ siécle av. J.-C. En effet des recherches archiégpieg maritimes ont permis de repérer
dans la méditerranée au large d’Ashkelon (a I'oudistraél) les plus anciennes épaves de
bateaux trouvées en mer. Il s’est avéré que lag bateaux découverts, baptiseasnit et
Elissa étaient phéniciens et qu'ils étaient partis dutanseconde moitié du®8 siécle av.
J.-C. du port de la cité de Tyr chargés d’amphogewplies de vin en destination de Carthage
ou d’Egypte. Les amphores d'une capacité individude ~18 litres étaient destinées au
transport maritime et elles étaient fabriquésssi que d’autres ustensiles trouves sur les
épaves, dans une cité maritime phénicienne, fatbgllement Tyr qui abritait le plus grand
port du second age du fer. Ces amphores abritdestrésidus d’'acide tartrique indiquant
gu’elles étaient initialement remplies de vin, B¢ étaient scellées avec de la résine de pin
pour prévenir la détérioration du vin et les fuiggsuvant survenir durant le transport
maritime. La découverte de décanteurs de vin reaftidée que les bateaux transportaient

cette boisson (Ballardt al, 2002). Les deux bateaux d’une charge indivigugdpassant les
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10 tonnes ainsi que des textes anciens comme cé&pedhiel, témoignent d’'un riche
échange commercial basé a Tyr. Cet échange pad&itnment sur des vins importés vers
Tyr pour y étre décantés puis exportés vers digedestinations. Ces vins provenaient
d’Helbon (actuellement en Syrie) connue pour sessbans, ou encore d’lzalla (prés de
Mardine en Anatolie) (Ezechiel, 27 : 18 ; Balladal, 2002). Les vins du Liban étaient eux
aussi réputés et on peut y trouver référence desisecttes bibliques comme ceux du prophéte
Osée datant du"8°siécle av. J.-C. qui promet & Israél de fleurimoee la vigne et d'avoir la
renommée du vin du Liban (Osée, 14 : 8) ou encares dles textes plus anciens de poésie
canaanite trouvés a Ugatdctuelle Ras Shamra en Syrie) et écrits vers 1200 av. J.-C.
L’'un de ces textes décrit les “Rapiuma” ou “Repm”, objets de culte des Cananéens,
buvant le vin raffiné, doux et abondant du Libasuig’'un modt nourri par le dieu El (Parker,
1997). Le commerce du vin qui constituait 'une aearchandises les plus exportées des
phéniciens leur était avantageux puisqu’il leurueais un échange de denrées nécessaires a
leur vie et dont la culture nécessitait de largsgaees qu'ils n'avaient pas a disposition
(Karam, 2005). L’exportation se faisait vers I'gg, ou le raisin de cuve était difficilement
cultivable, Carthage, ou la viticulture s’est déypglée aprés l'arrivée des colonisateurs
phéniciens, ou encore en destination de la Gratde® vins sont longtemps restés d’'une
qualité moindre que celle des vins phéniciens éBd#t al, 2002; http://phoenicia.ony/

De nos jours, et bien que la consommation du vihiban ne soit pas trés développée,
I'activité vinicole se perpétue et le domaine vatecest en croissance. L'association favorable
de facteurs principaux influencant la productionviy comme le climat, le sol ou la variété
de raisin (Galet, 2000) est responsable de la patida de I'activité vinicole et favorise la

production de vins qui percent de plus en pludesimarchés mondiaux.
1.1.3 Diversité des situations géographiques et cditions favorables a la viticulture
1.1.3.1 Le climat

Le territoire libanais s’étend sur environ 210 Kion Mord au Sud, et sur 25 a 85 Km
d’Est en Ouest. Son climat est globalement méditéen caractérisé par une saison séche
affectant le pays entre la fin du mois d’avril@diébut du mois d’octobre et une concentration
des pluies durant la saison froide (Galet, 200BITA, 2003). Ce climat sied a la culture de
la vigne qui y prospére tres bien et on trouvell@dais la majorité des vignobles mondiaux

dans des pays a climat méditerranéen (Galet, 2000).

28



Malgré une superficie réduite de 10452 ¥nie Liban se caractérise par une
topographie contrastée: d’'étroites plaines cotigtéSrent en bordure de la Méditerranée et
s’élargissent aux extrémités Nord et Sud. L'intéridu pays est dominé par deux massifs
calcaires encadrant la plaine d’effondrement dedlkaa: la chaine du Mont-Liban au centre
et I'Anti-Liban constituant la frontiere avec lar&ya I'Est. Globalement on peut distinguer
quatre zones géographiques paralleles a la borderéa méditerranée mais la diversité
topographique dont elles sont dotées induit unerdité dans les situations climatiques
rencontrées ce qui fait que ces zones abritentglimécroclimats Figure 2):

Les plaines cétieresont de quelques Km de largeur et se caractégsentn niveau de
précipitations de I'ordre de 800 mm. La proximi&ld mer qui absorbe la chaleur estivale et
libére de la chaleur en hiver, et la présence deh&ine du Mont-Liban qui protege des
influences continentales venant de I'Est, font lguelimat de ces plaines cotiéres est humide,
son régime thermique modéré et peu contrasté, igessimoins froids et ses étés moins
chauds que ceux des régions sous influence cotdirefRiachy, 1998 ; Galet, 2000 ;
ENITA, 2003).

La montagne du Mont-Liban d’'une largeur variant de 20 a 30 Km, commenceuau s
par des plateaux de faible altitude de 300 a 94fins étend par des pentes abruptes pour
atteindre des sommets plus adoucis qui culmineB0& m. L'effet de barriere qu'elle
constitue aux influences maritimes ouest qui diramplus on va vers l'intérieur et on monte
en altitude, est par conséquent moins prononcé wl (Riachy, 1998). Alors que les
températures diminuent avec l'altitude, le niveau ptécipitations augmente et atteint les
1300 mm sur la face occidentale mais il est mamgortant sur la face orientale. Ces pluies
sont des pluies de relief déclenchées ou inteesifoar 'ascendance forcée des vents d’ouest
et du sud-ouest sur les pentes du Mont-Liban exgso&da mer (MPT, 1977).

La plaine intérieure de la Békaa est d'une largeur de 10 a 15 Km et l'altitudeayi®
entre 600 et 1100 m. Les étés y sont plus chaugdustsecs, les hivers plus froids et le
régime thermique plus contrasté que les dans zaobtées, I'écart annuel entre le mois le
plus chaud et le plus froid pouvant atteindre IRC2AMPT, 1977). On peut subdiviser cette
plaine en deux parties :

- La vallée de I'Oronte ou le niveau de précipitasi@st faible et varie entre 200 et 400
mm alors que le vent y est fort et les températélesées I'été. Le climat y est semi-
désertique a tendance continentale.

- Bekaa Centrale et Sud ou le niveau de précipitagirplus €levé (500-800 mm) que

dans la vallée de I'Oronte et I'air plutét sec daeie plaine trés fertile.
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La montagne de I'Anti-Liban culmine a 2800 m. Le niveau de précipitationstypéss
faible qu’au Mont-Liban. Le climat y est a tendarcoatinentale.

Malgré la diversité des situations climatiquesleseti restent néanmoins favorables a la
viticulture sur la quasi-totalité du territoire dibais (Riachy, 1998). En utilisant différents
parametres en relation avec la température poumieea I'adéquation du territoire libanais a
la viticulture, on trouve que le Liban comporte &gions appropriées a la plantation de la
vigne : une zone fraiche (l), une zone modéréenmaitte (II), une zone modérément tiede
(111), une zone tieéde (IV) et une zone chaude (M)s seules limitations a la production de
vigne sont des restrictions de froid touchant teersets culminants a plus de 2000 m comme

“Sannine”, “Qnaitra”, et les sommets des “Ceésh” jusqu’a “Qornet el-Sawda” (Riachy,
1998 ;Figure 3).

[.1.3.2 Le sol

Il joue sur la qualité des vins par sa structurétdaninée par sa profondeur, la
proportion des différents constituants comme laetdine, les cailloux...etc), par ses
propriétés physiques (température, humidité), parasnposition chimique et par son origine
géologique qui influence les autres parameétresefG2000).

La grande majorité des sols libanais est forméeusarroche mere calcaire. Les sols
sont sableux dans la plaine cotiére, gréseux dbaggeseux dans le Liban central, et argilo-
calcaires dans la Békaa (ENITA, 2003). La présateeaalcaire dans les sols libanais est
favorable a la qualité du vin et favorise le dépelement des ardmes (Galet, 2000). A
condition qu’il N’y ait pas de carences limitantiEspauvreté des sols peut aussi favoriser la
production de vins de qualité en diminuant la paghité de la vigne (Séguin, 1988). C’est le
cas des terres et des coteaux de la Bekaa et dtilMi@m ou des sols moyennement fertiles
et a alimentations hydrique et minérale limitéessmégulieres permettent une concentration
naturelle des baies et donnent des raisins a ddehgiel cenologique (ENITA, 2003).

En plus de l'adéquation et de la diversité du diratila disponibilité de données
pédologiques favorables, on constate I'existencmel’faible pression parasitaire qui rend
possible la production de raisin de grande qualitér la vinification diminuant ainsi le colt
des traitements phytosanitaires et favorisant kadyction de raisin biologique (ENITA,
2003).
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[.1.4 La notion de terroir au Liban

La notion de terroir découle d’'une association eerdes données géologiques et
pédologiques, des données climatiques et des tpaide cultures ou de vinification qui
influencent des cépages particuliers. Cette natitra prendre avec précaution au Liban car
elle y est difficilement applicable. Par exempledssin utilisé pour la vinification ne provient
pas toujours de la méme zone géographique.

Mais un effort est fait dans le sens de la pratactie I'origine géographique qui est
définie comme l'aire géographique dans laquellen&giére premiéere est disponible et/ou la
transformation réalisée. La loi libanaise est éipour y introduire la notion de protection
des indications géographiques. Le secteur viniestg@ratiquement le seul a étre soumis a une
|égislation a ce sujet. En effet, la loP2AL6 relative a la production, la fabrication, lanteeet
I'importation du vin définit a son article 12 I'aplation d’origine comme étant la région
géographique de la production...Bénéficie de I'ipfien d’origine contrélée le vin dont les
caractéristiques sont liees a l'origine des rajsis lieu de vinification et a la région
géographique reconnue, comprenant les facteursetatet les facteurs humains’. Mais c’est
la division administrative des “Mouhafazat” (égaients des départements francgis) est
adoptée pour le moment comme base de définitiolaghpellation d’origine et aucune

appellation d’origine n’a été a ce jour enregis{i®EAS, 2005) .

[.1.5 Le Liban et la viticulture : Etat actuel du domaine en chiffres

1.1.5.1 Surface, encépagement et production de rais

Sur les quelques 250000 ha de superficie agriddke ($AU) dont 87000 sont irrigués
et plus de 50000 ha en jachére permanente (nowitdgdepuis plus de 5 ans), le vignoble
libanais occupe une surface de ~12000 ha. 220M@imacsiltivés en raisin de cuve et sont
principalement concentrés dans la Bekaa (57% dsutbace), particulierement en Bekaa
Ouest, le reste se répartissant entre le nord danL{29%), le Mont-Liban (~12%) et le le
Sud Liban (~2%) (FAO, 2000). Le raisin de cuve pibdest destiné a la fois a la
transformation en vin et en arak. La surface cééiien raisins de cuve transformés en vin est
estimée a 1400 ha dont 80% sont constitués de egpemuges (comme le Cinsault
représentant la moitié, le Cabernet Sauvignoigyiah, le Carignan...) et 20% de cépages

blancs ('Obeidi local, I'Ugni blanc, le Sauvigndianc, la Clairette...). On recense une
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trentaine de variétés de raisin locales libanajBéachy, 1998) et une vingtaine de variétés
importées dont la plupart a été plantée ces derriiérans (Karam, 2005). L'Obeidi, un

cépage local blanc traditionnellement utilisé plauconsommation comme raisin de table ou
la production d’arak, et depuis peu pour I'élaboratde vin blanc occupe la plus grande
superficie de raisin plantée, suivi par le Cinsayli est parfois utilisé pour la production

d’arak (ENITA, 2003).

La culture de la vigne (table et cuve) était {4°&ctivité agricole du pays en 2001. La
production de raisin de cuve s’est élevée a ~27060nt 6000 (soit 22%) étaient destinés a
la production de vin, le reste étant utilisé pauptoduction d’arak (ENITA, 2003). Pres de
330 exploitations agricoles ayant une surface ds ge lha et produisant du raisin de cuve
ont été recensées en 1999 contre ~12000 produisamhisin de table. Ces exploitations
représentaient a elles seules 79 et 77 % de lacgudultivée en raisin de cuve et de table
respectivement alors que le reste de la surfaderéfarti sur un grand nombre de petites
exploitations (FAO, 2000).

1.1.5.2 Production de vin et échange commercial

La production de vin s’est élevée en 2001 et er2 Z20pres de six millions de bouteilles
(soit ~45000hl) et a pres de 8 millions en 2003tdefb5% de vins rouges, 15 % de blancs,
10% de rosés et 1% de vins doux. 4,5 millions detdltes étaient destinées au marcheé
intérieur en 2001 dont ~1 million sont restées mes, et le reste (soit 25% de la
production) était destiné a I'exportation (ENITAQQB ; Karam, 2005). Les exportations de
vin représentent ~1% du montant total des exportatiibanaises et assurent quelque 5,5
millions d’euros de chiffre d’affaire alors quertearché intérieur rameéne 11 millions d’euros.
Le prix des vins varie selon leur qualité et leandestination : par exemple les vins exportés
vers la Grande Bretagne sont majoritairement haugamme (ENITA, 2003) et un cru
coltant 15 euros au Liban, peut étre vendu 75 eufb®tel Ritz de Paris (Szuchman, 2005).
La balance commerciale entre I'exportation et I'ortption de vin s’est élevée a prés de 3,5
millions d’euros en 2001 rapportant des devises @ammerce extérieur déficitaist a un
secteur agroalimentaire dont la balance présenti&ficit de I'ordre de 1 a 4 (ENITA, 2003 ;
IDEAS, 2005). La taxe d'importation s’éleve acteellent a 70% mais elle sera amenée a

disparaitre avec la libéralisation des échanges$TEN2003 ; Karam, 2005).
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1.1.5.3 Les entreprises vinicoles

Le secteur de la transformation agroalimentairepter2000 entreprises employant plus
de 10 salariéd.es industries produisant du vin sont principalemeaplantées dans la Bekaa
et cette implantation est probablement corréléa éhcentration de la culture de raisin de
cuve dans cette plaine. Quatre entreprises oribBties avant la guerre du Liban en 1975, et
deux dans les années 80 mais un boum a lieu depumoitié des années 90 avec
I'établissement d’au moins 10 nouvelles entreprisasplus ancienne, Ksara, a été établie en
1857 et a produit et commercialisé le premier vét,sa une époque ou la production
traditionnelle et la consommation libanaises neceamaient que le vin doux. Jusqu’au début
des années 70, cette entreprise avec ses 2 knvede faasait face a un succes inattendu et
assurait 85% de la production vinicole qui lui ragipit un profit de 70%. Cette entreprise
octroie encore aujourd’hui avec Kefraya plus de Sf¥4da production locale et a elle seule
35% du marché libanais (en 2003) avec une produd® prés de 2 millions de bouteilles
dont la moitié est exportée, en plus grande pasis la France (ENITA, 2003 ; Karam,
2005).

Les entreprises vinicoles ont énormément soufferamt la guerregle 1975 qui a duré
quinze ans et certaines n'ont pu se redresser gasda fin de celle-ci. Durant cette période,
le marché local était inaccessible a cause derlauwcoence du vin par d’autres alcools et de
I'invasion de certains vignobles de la Bekaa. Rrta guerre a poussé les vinificateurs a
exporter leur production ce qui fait que des emiseg qui exportaient 5% de leur production
avant la guerre en exportaient 95% apres celleichfam, 2001 ; Karam, 2005). Le fait de se
tourner vers I'extérieur a été salvateur et a poeyaent contribué a sauvegarder les vins
libanais et méme a améliorer leur qualité. Cetteld@ce a I'exportation est toujours présente
aussi bien chez les anciens que chez les nouveaagkigteurs et une bonne partie de la
production des établissements est encore expdrééplupart des entreprises se tournent et
tablent sur I'exportation qui leur est plus avaetzpe que la vente sur les marchés intérieurs.
Chateau Musar possédant depuis la guerre des BuesaAngleterre, exporte par exemple
actuellement 85% de sa production contre 95% depuetques années. Chateau Belle-Vue,
I'un des derniers-nés de la viticulture libanaigpate 95% de sa production (Karam, 2005).
Plusieursentreprises ont ainsi pu acquérir des renomméeslialen et tous les ans, les prix
remportés par les vins libanais sont fierementrédbpar leurs producteurs.

Mais la culture de la vigne étant une culture tradnelle au Liban, la majorité des

foyers, surtout dans les villages, posséde desspikd vigne. Le raisin de ces vignes
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(principalement des cépages locaux) sert souvefabidgquer du vin ou de l'arak pour la
consommation du foyer, méme si le raisin est plussemmé comme raisin de table. La
vinification se fait généralement d’une facon antigle et sans levurage avec un équipement
rudimentaire et un savoir-faire transmis entre désérations. La fabrication artisanale a
longtemps été liée a la fabrication du vin dansclasvents qui ont transmis leur savoir aux
populations environnantes. Par exemple, le cousterBzemmar des arméniens catholiques
continue depuis sa fondation en 1749 a fabriquewriduutilisant notamment des variétés
locales comme le “Obeidy”. Avec des productionsupgant varier entre 2000 et 20000
bouteilles, les couvents, tout en modernisant gsgjvement leurs productions et se tournant
vers la commercialisation pour assurer des revemssent des foyers de conservation des

savoirs artisanaux et de la production naturelleidé¢Karam, 2005).

[.1.6 Transformations classiques et artisanales

La production industrielle de vin se fait selon légles classiques de production et
s’accompagne la plupart du temps de levurage a@el'ale levures importées, souvent
francaises. Les équipements des entreprises [dmsant un niveau moyen supérieur a
beaucoup d’entreprises européennes, les vinificatea lésinant pas sur les moyens pour
produire des vins de bonne qualité. Ces entrepesasloient des cenologues libanais ou
étrangers (ENITA, 2003).

Les schémas d’élaboration artisanale des vinsrisst la consommation des foyers
sont généralement assez simples et souvent perdlésntGrossierement, apres le foulage et
I'égrappage des raisins, les modts sont laisséswehter naturellement sans leurs peaux si on
veut obtenir du vin blanc ou a macérer avec leeaup, pour une partie ou durant toute la
fermentation, pour obtenir des vins rouges ou plmement des rosés. Les vins blancs sont
souvent fabriqués a partir de cépages locaux colarf@®beidy” ou le “Merweih” qui sont
les plus utilisées, et les vins rouges a partcéfEges importés.

Bien que les gens fabriquent actuellement plus o ecs, les vins fabriqués
traditionnellement étaient doux. Cette tendancestdit de l'influence des monasteres qui
produisaient le vin doux pour s’en servir commesviale messe. Ces vins sont produits
généralement a partir de modts concentrés avdatrtgentation pour augmenter la teneur en
sucres et aboutir a des fermentations incomplétes des sucres résiduels persistant dans le
vin. La concentration des modts se fait par patagei en séchant les grappes sur souche ou

hors souche, ou en chauffant le modt et en I'évapiagénéralement aux deux tiers. Dans ce

34



dernier cas, une inoculation se fait souvent avecjus frais pour réalimenter la flore
levurienne réduite ou éliminée par le chauffages. ias doux sont alternativement, mais plus
rarement, produits en vinant les modts a I'alcaolceurs de fermentation ce qui provoque
I'arrét de la fermentation avant I'épuisement desas.

Une grande partie des vins fermentés en blanca gedduire de l'arak, la fermentation
alcooliqgue n'étant qu’une étape dans la productdarak précédant les distillations
successives. Le premier distillat est mélangé leades, et soumis a une deuxieme distillation
et méme parfois a une triple distillation. Dans precessus, surtout si la fabrication est
artisanale, un soin n’est pas toujours donné aixath® raisins de qualité. Les raisins sont
méme parfois laissés a fermenter en I'état et deers rafles apres un léger foulage. On
estime a 21200 tonnes la production de raisin mestila production d’arak soit 3 800 000
bouteilles. La grande partie de cette production fage d'une facon artisanale et non

commerciale dans les foyers et elle sert a la sonsation personnelle.

I.1.7 Domaine vinicole en évolution et grandes pabdités d’exploitation encore

offertes

1.1.7.1 Diversité du territoire a exploiter

La concentration du vignoble libanais dans la Betiaeulte les diverses possibilités
offertes par les autres régions. La zone IV (vapra 1.1.3.1, le climat et Figure 3) dans
laquelle se trouve la plus grande partie du vigaadst tiede et adéquate a la majorité des
cépages utilisés au Liban, a part le Cabernet §aami (Riachy, 1998). Mais les autres
régions et particulierement les zones 1, Il et sbnt a exploiter surtout quelles se
caractérisent par une grande diversité topograghefupar conséquent une diversité de
microclimats. Ces zones-la sont plus convenableg p® Cabernet Sauvignon et pour
d’autres variétés comme le Chardonnay, le Sauvigianc ou le Pinot Noir (Riachy, 1998).
Le choix du cépage a planter pourrait méme se faireas par cas selon 'adéquation des
différentes zones microclimatiques disponibles. lgnende gamme de cépages locaux ou
importés peut donc étre facilement implantée a itimmdde reposer sur un choix judicieux du
cépage en fonction de I'adéquation des zones ggoigizes ou des divers sites au sein d'une
méme zone. Des vins variés et typiques peuvenit&tiresproduits.

Les vinificateurs plus nombreux depuis quelqueséasncommencent a prendre

conscience des nombreuses possibilités disponéblessaient d’en profiter. Chateau Musar
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par exemple a son vignoble distribué entre Kefetyidab Elias dans la Bekaa (prés de JD sur
la Figure 2), la chaine de I'Anti- Liban et Ghazir a Kesrou@sur laFigure 2) (El Ajam,
2001 ; Karam, 2005). La moitié des caves nouvelfgrimeplantées ont établi leurs vignobles
hors de la Bekaa, a Rechmaya, Ras el Harf, Bhamdouviansourieh au Mont-Liban (pres
de RC sur I&igure 2), a Kfifane dans le Nord du Liban (KF surHeyure 2) ou encore dans

le Sud du Liban a Jezzine (prés de BK suFifpure 2). Il est vrai que la Bekaa, protégée a
l'ouest de I'humidité méditerranéenne par le Mobiah, et a I'est de la chaleur du désert
syrien par I'Anti-Liban, ayant des sous-sols atpilet des sols argilo-calcaires et recevant les
eaux des fontes des neiges de I'Anti-Liban, béreéfttune situation particuliére ou une
fraicheur accompagne l'ensoleillement qui peutratte les 300 j par an dans certaines zones
(El Ajam, 2001 ; Karam, 2005). Mais les autres oégi ont d’autres particularités et les
nouveaux vinificateurs vantent leurs terroirs gport a celui de la Bekaa. Les terres sont
par exemple plus caillouteuses et moins richesandans les vignobles du Mont-Liban,
permettant aux racines d’aller en profondeur. Bhame recoit 40 a 50% de pluie de plus
que la Bekaa et bénéficie en hiver et en été dimogenne de température inférieure de 4
degrés par rapport a celle de la Bekaa ce qui gernematuration plus longue du raisin et
des vendanges plus tardives, permettant un plusdgd®veloppement de précurseurs
aromatiques. Les sols sont riches en minérauxwetrea en matiére organique et les terrasses
permettent un bon drainage. Les vignobles de Jezzcgoivent plus de soleil direct que la
Bekaa ainsi que la brise de la mer, et ont unedgrarariété de sols composés de craie, de

calcaire, d’argile ou de cailloux (Karam, 2005).

1.1.7.2 Vignoble a développer, encépagement a cibleariétés locales a tester

Il est vrai que l'urbanisation et le défrichemersderres limitent le développement du
vignoble libanais dont la surface est assez limitégs depuis quelques années la culture de
raisin de cuve est en expansion et 200 ha ontlétéés entre 1998 et 2003 en raison de la
multiplication des vinificateurs et de l'augmentati conséquente de la demande et les
possibilités sont ouvertes a I'adoption de nougaiézhniques de conduite des vignes.

Le domaine des Tourelles fondé en 1868 comptexgnpele doubler la surface de son
vignoble d'ici quelques années. A Kififane, villaga Nord Liban, les 7 ha de vignoble
disponibles en 2001 son passés actuellement a d=kpérience réussie d’un vinificateur
ayant poussé ses voisins a investir (Karam, 200&)plantation se tourne essentiellement

vers des cépages “nobles” comme le Cabernet §aow, le Chardonnay, la Syrah, le
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Viognier...au dépens des anciens cépages plantésaadegpartie entre 1950 et 19&@s
variétés locales sont principalement utilisées p@g@onsommation de raisin de table mais des
variétés comme le “Mirweih” ou le “Bekaii” sonproposées comme étant adéquates a la
vinification (Riachy, 1998). Le potentiel d’utilisan industrielle de certaines variétés locales,
utilisées telles quelles ou en mélanges n’est padgéiger et il commence d’ailleurs a étre
exploité. Un exemple de réussite a déja été ernrégivec la société Chateau Musar qui
produit depuis des années du vin blanc a partive@stés locales “Obeidi” et “Merweih”
(Figure 4) qui sont encore tres utilisées dans les foyerke®tmonasteres. Beaucoup de
variétés locales sont de plus résistantes au pteykoce qui offre aussi la possibilité de leur
utilisation comme porte-greffes. Des études pluplamet des essais de vinification avec des

variétés locales devraient étre entrepris.

1.1.7.3 Production et consommation du vin en progigsion

Le libanais est traditionnellement un buveur d’arbkisson incontournable avec le
mezzeé libanais, et en 1964 les libanais consommadienillions de litres d’arak sachant que
cette boisson se boit diluée (Karam, 2005). Pratitgnt toutes les entreprises vinicoles
produisent d’ailleurs aussi de I'arak qui offredfmrtunité de transformation des vins bas de
gamme. La consommation de vin, encore surpasséé pansommation d’'arak et plutot
confinée a la communauté chrétienne, est encoez &atble au Liban. La moyenne annuelle
de consommation est de ~2| par an et par indivimiti 4 300 000 bouteilles qui seraient
consommeées par les 2500000 adultes. Mais les clobsegent et la consommation d’'arak
décline face a la montée de la consommation dudenla biere et d’autres alcools et la
consommation du vin augmente tous les ans depakjugs années (Karam, 200b vin
est plus consommeé en hiver (44% de la productionidelont 70% sont du rouge) alors que
la consommation estivale est faible mais en pragwaselle aussi (ENITA, 2003). Une trés
nette augmentation de la production est enregisigmiis 1990 (Szuchman, 2005) ainsi
gu’une nette augmentation de I'exportation. Pamgde, chateau Ksara produit actuellement
1.8 millions de bouteilles contre 1,2 dans les asn80 (Karam, 2005) et I'exportation
rapportait en 1996 vers les 2,5 millions d’euragsalgu’elle est estimée a prés de 6 millions

d’euros ces derniéres années.
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[.1.7.4 Raisons de l'investissement dans le domaiamicole

Comme nous l'avons déja indiqué et depuis 1996abhledsement des caves de
vinification a caractere commercial est en augntEmales raisons qui incitent a investir
dans ce domaine sont multiples. Tout d’abord, lma@ae vinicole est 'un des rares secteurs
gagnants en relation avec I'agriculture qui a dli ana@trouver son dynamisme et les volumes
d’'importation et d’exportation d’avant-guerre. Bfetle secteur agricole, qui assure une part
substantielle du revenu de 20 a 30% de la populditi@naise, représente moins de 7% du
PIB.

Mais au dela du simple profit, certains projetstipaliers ou faisant intervenir des
coopératives visent a redynamiser des régions ci&gdgpendant la guerre et a re-occuper des
terres délaissées ou a assurer, dans certainesisap la Bekaa, des cultures de substitution
aux cultures illicites qui avaient pris le dessusratt la guerre. Plusieurs structures
d’écotourisme se développent en relation avec igsobles et les domaines vinicoles. Des
visites des vignobles et des caves couplées aétpsihtions sont organisées dans la plupart
des chéateaux et recemment une “Route des vinsdibatracée sur l'itinéraire des différents
chateaux suscite un engouement chez les consonmdileanais et rencontre un franc
succes.

Les investisseurs ciblent la production de vin dmligg aux dépens de la quantité
produite et les rendements de la production vigidiflanaise varient entre 2 et 7 T/ha contre
14T/ha en Israél qui produit 30 millions de bougsilpour un vignoble de 3000 ha (Karam,
2005). Mais le pari des vinificateurs est gagnantes établissements, méme les plus
récemment établis, sont fiers de leur productiontda qualité surpasse celles des pays
avoisinants et récolte tres souvent des prix etnadégdailles et se distingue dans les grandes
expositions vinicoles et les concours internationdun cru de Chateau Musar ouvre par
exemple le livre “The great wines and vintages’ @Karam ; 2005) et le Wall Street Journal
propose une carte de shopping mondiale sur laqgtiglieent les vins libanais (Szuchman,
2005).

1.1.7.5 Organisation du domaine et protection despgpellations et des origines

La filiere vinicole libanaise a encore un fort ptiel de développement a condition de
lui assurer un bon encadrement. Mais elle est lbdégicoup mieux organisée que d'autres

filieres agricoles et agroalimentaires. En témoaignda plantation de cépages en
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remplacement des anciennes variétés et en vue ghadkeiction de plus grande qualité ainsi
qgue l'orientation actuelle pour le développementvitess haut de gamme a haute valeur
ajoutée et reliés a une origine géographique. Eet eles vins libanais issus de terroirs
reconnus auront une meilleure chance de se verthteaiger. Ces vins ont aussi une chance
de générer la préférence du consommateur libandiesy encore un buveur occasionnel de
vin cherchant par conséquent les vins raffinésplDe ces vins seront capables de rémunérer
les codts de production élevés du Liban (main dieswépenses énergétiques, matériel etc...
ont des codts assez élevés), la compétitivité aesbas de gamme n’étant pas assurée vu le
co(t de production et la forte concurrence des pagslucteurs déja établis ou ceux du
nouveau monde.

Dans ce contexte s’inscrit I'intérét donné a laatioh de produits typiques en relation
avec des appellations géographiques. Pourtant emgraction synthétique de terroirs n’est
pas évidente et pas forcément pertinente en I'alesdiune relation claire et exclusive des
vins produits avec un lieu géographique. La corsaaise de la filiére telle qu’elle est établie
est par conséquent importante pour définir lesajgographiques impliquées et relier ensuite
un produit avec une indication géographique. Damduat une loi a été édictée en 2000
régissant la production du vin au Liban et garaati$ la qualité de la production. Dans le
cadre de cette loi, il est prévu de créer un mistiti vin, office paragouvernemental, dont 'un
des objectifs serait la création de “I'AppellatidiOrigine” ainsi que le contrble, I'analyse et
la dégustation des vins. Entre temps une commissignoupant des responsables de
I'administration, des producteurs et des expertslogigues a été créée en 2002 au sein du
ministere de I'Agriculture et elle est chargée nfemer les travaux de recensement
géographique qualitatif et quantitatif des vignsbkinsi que de proposer la création de
I'Institut National de la Vigne et du Vin (IDEASQR5).C’est en grande partie le dynamisme
de I'UVL (Union Vinicole du Liban) qui associe lesincipaux producteur de vin du Liban et
qui travaille avec les différents acteurs de leer qui incite a I'évolution du domaine
vinicole et qui a notamment permis I'adhérence thah a 'OV (Organisation internationale
de la vigne et du vin).

Il est probable que les contraintes a imposer pokgr des qualifications de terroirs ou
d’indications géographiques et des appellationsnaertes AOC limiteraient pour le moment
la mutation observée dans le domaine vinicole AiEnotamment en terme d’encépagement
ou de techniques qui seraient plus adaptées auditioos libanaises. Mais dans un contexte

d’ouverture des marchés, le Liban a tout a gagoedeslong terme de la création de tels
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systémes et la protection des noms géographidoesdlis est un enjeu primordial et peut étre
un catalyseur important du développement rural.

L’apport de la recherche dans I'évolution du doreaimicole est indéniable que ce soit
pour mieux étudier 'adéquation des variétés iniitm$ ou pour sélectionner des variétés de
raisin locales qui seraient plus adaptées ou quiribberaient a la spécificité des vins
libanais. Dans cette perspective l'isolement attrddduction de souches autochtones qui

pourraient contribuer a la typicité des vins libamavét une importance particuliere.

|.2. Les levures et le vin

1.2.1 Le vin et la fermentation alcoolique

Le vin est selon la définition de I'OIV de 1973 Haisson résultant exclusivement de la
fermentation alcoolique compléte ou partielle disimafrais, foulé ou non, ou du modt de
raisin” et "son titre alcoométrique ne peut étférieur a 8,5 % en volume". La fermentation
alcoolique, assurée par les levures, deésigne lmdion d'alcool éthylique et de gaz
carbonique a partir des sucres fermentescibleaidiny essentiellement fructose et glucose, et
elle est résumée par I'équation globalgHGOs — 2 CHCH,OH + 2 CQ.

Les sucres sont absorbés, phosphorylés et degpmaétermentation. La glycolyse,
premiere étape de la fermentation, produit a pditine molécule de sucre, deux molécules
d’acide pyruvigue. Ce dernier est décarboxylé paméntation alcoolique en acétaldéhyde
lequel est réduit en éthanol. Une fraction de falcihyde est oxydée en acide acétique
méme en anaérobiose mais l'activité de I'acétaldéhyéshydrogénase est alors faiblae
fermentation glycéro-pyruvique favorisée notammeatr la présence de sulfite qui se
combine avec l'acétaldéhyde et diminue la dispditgbile sa réduction en éthanol, intervient
principalement en début de fermentation alcooligtidait intervenir 8% des molécules de
sucre et elle conduit a la formation de glycérel,pyruvate et d’autres produits secondaires
(Vasserot 1996 ; Ribereau-Gayon, 1998).

1.2.2 Facteurs qui affectent la production des vins

La qualité et le caractéere d’'un vin sont intimemkés a sa flaveur et celle-ci est la
résultante d’'un trés grand nombre de molécules atiqoes (600 a 800 molécules selon

Rapp, 1998) dont la formation et la concentratiofpeshdent de plusieurs facteurs.
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L’emplacement géographique du vignoble et son enmiement (climat et sol), la variété de
raisin et son degré de maturit¢ a la vendange,cteslitions de la fermentation (pH,
température, oxygénation initiale du modt, écolagierobienne...), et les pratiques liées a la
transformation vinicole (traitements, type de dieation, vieilissement...) sont autant de
facteurs qui posséedent une incidence sur la cottiposiu vin (Aragoret al,1998 ; Sabonet

al., 2002 ; Valereet al, 2002 ; Fleet, 2003 ; Torigt al, 2003)

Les réactions biochimiques qui aboutissent au prdohal commencent donc avec la
maturation des raisins et continuent durant sateteb au cours de la fermentation alcoolique
ainsi que lors de la clarification et du vieilligsent. On peut ainsi parler d’'une flaveur
variétale pour désigner la contribution des pradoitiginaires des grappes et d’'une flaveur
pré-fermentaire pour désigner les composeés forraéant I'extraction et le conditionnement
des modts. La flaveur fermentaire quant a ellejgdésles composés formés durant la
fermentation (Romanet al, 2003). Elle dépend de la capacité des levuteangformer les
produits présents dans les mo(ts et elle peutirdittencée par divers facteurs. Par exemple
le pH favorise, lorsqu’il est élevé, la synthesalabols supérieurs et d’esters, alors que la
température a laquelle est conduite la fermentafwut affecter la production de
I'acétaldéhyde, des alcools supérieurs, des estessacides organiques et de I'acidité volatile
(Aragonet al, 1998 ; ITV, 2003). Les températures compriseaseeds et 30C permettent
I'extraction des composés phénoliques durant Iseliee macération des vins rouges et les
basses températures, comprises entre 10°&, 2@rmettent un développement aromatique
optimal pour les fermentations en blanc et I'achéset des fermentations en rouge (ITV,
2003 ; Torijaet al, 2003). Finalement, la flaveur post-fermentaiésigne les produits qui

apparaissent durant le vieillissement des vins @uwat al, 2003).

[.2.3 Roéles des levures

Alors que les levures permettent principalememtdasformation complete et rapide des
sucres en éthanol et GQeur intervention permet aussi de contribuer 8aeeur des vins.
Bien que leur action débute avec leur présenceesigrappes et se prolonge durant les stades
post-fermentaires, c’est durant la fermentation spre formés les produits volatiles majeurs,
présents aux plus fortes concentrations. L'intetie@ndes levures se fait par I'utilisation des
constituants des jus de raisin, la production @w@th et d’autres solvants qui aident a
I'extraction des composés aromatiques a partietiEseents solides des grappes, la production

d’enzymes qui transforment les composés neutresail#as en composants actifs de flaveur
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et la production de centaines de métabolites sedmsd aromatiques (Fleet, 2003). Ces
métabolites contribuant a la flaveur d’'un vin déeed les 400 composés (Romagtoal,
2003) et incluent des alcools supérieurs et lestexr® acétiques, des acides gras et leurs esters
éthyliques, des acides organiques, des aldéhydss,cétones et des composés soufrés
volatiles (Stashenket al, 1992 ; Ribereau-Gayon, 1993 ; Majdgtkal, 2002 ; Fleet, 2003).
Alors que la contribution aromatique des principguaduits de la fermentation, I'éthanol et
le CQ; est faible, les acides organiques, les alcoolgrseyrs, les esters et dans une moindre
mesure I'acétaldéhyde constituent la majeure pdudidouquet fermentaire (Romarbal,
2003). Les mécanismes d’intervention des levures dia fermentation, et en particulier la
production des métabolites secondaires, varient #gspéce et la souche de levure et ces
différences seront détaillées par la suite.

Saccharomyces cerevisiast la principale espéce assurant la fermentaticoolique
puisqu’elle tolére les fortes concentrations eroaldpouvant s’élever a plus de 15%), en
sucre (pouvant s'élever a plus de 250g/l), 'anbiése, le sulfitage (entre 160 et 400mg/I
dans les vins) et qu’elle assure la fermentatiorsdame gamme assez large de températures et
aux faibles valeurs du pH spécifigues aux modtgaileins et comprises entre 2,8 et 3,5
(Riberau-Gayon, 1998 ; ITV, 2003). Cette levuremddrois régimes métaboliques : une voie
respiratoire en aérobiose et en présence d'unefadnlix de substrat (~1-5g/l), une voie
fermentaire en anaérobiose, et une voie respiroegetaire en présence d’'un taux élevé de
substrat et en aérobiose ou le catabolisme desbsxtevient plus rapide et la production de
biomasse plus restreinte. Les fermentations sonukes par des actions de remontage a I'air
qui permettent d’apporter aux levures I'oxygeneeséaire a la synthése d’ergostérol et qui
favorisent la mise en suspension des cellules dpezu.

Mais malgré son role principal dans la conductibiiaehévement de la fermentation
alcoolique,Saccharomyces cerevisia&st pas la seule espéece produisant de I'éthapaltir
des sucres, ni la seule espeéece intervenant damsolmssus biochimique et écologique
complexe quest la fermentation. Un nombre impdrtatiespéces microbiennes,
principalement des espéces de levures, se sucogtdemisubstituent dans les modts de raisin

en cours de vinification.

1.2.4 Ecologie des modts et contribution des difféntes especes

Les premieres étapes des fermentations naturell@sgenéralement assurées par des

genres norBaccharomycequi restent majoritaires les premiers jours conkiaaseniaspora
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(et son anamorphkloeckerg, Candidg Pichia, Rhodotorula Metschnikowia, Torulaspora,
Zygosaccharomyces, Kluyveromyaas DebaryomyceqGuillamon et al, 1998; Esteve-
Zarzosoet al, 2001; Pohve-Jemest al, 2001; Beltraret al, 2002 ; Ganga et Martinez,
2004). Parmi les especes les plus communément meges dans les modts en début de
fermentation figurent I'espéce apiculée a faibleymr fermentairdHanseniasporaivarumet
'espéce Candida stellata les autres especes étant trouvées en moindre renes(ou
occasionnellement (Constamti al, 1997 ; Pohve-Jemeat al, 2001 ; Beltraret al, 2002 ;
Figure 5).

L’espéceSaccharomyceserevisiaeest généralement absente dans les moQts en début
de fermentation (Gutiérreet al, 1999, Povhe Jemeet al, 2001) méme si de rares
observations de sa présence occasionnelle a desetaeptionnellement élevés dés les
premiers jours de la fermentation ont été enreggst{Queroét al, 1990 ; Pramateftalet al.,
2000, Beltranet al, 2002). Ceci pourrait étre di a des conditiongi@dieres rencontrées
dans ces cas-la comme des concentrations élevé&Oddeans le modt qui inhibent le
développement des espéeces S@tcharomycesu de hautes températures de fermentation
(Querolet al, 1990). Ce qui est néanmoins sdr c’est qu'au bleuguelques jours et avec
'augmentation de la concentration en éthanol etqoe celle-ci tourne autour de 5% (v/v)
dans les moQtssaccharomyceserevisiae plus résistante a cet alcool, commence a dominer
les espéces ndBaccharomycequi atteignent des maximums de populations de’ ~10
CFU/ml. Elle peut les remplacer entierement vers nafermentation lorsque la
consommation en sucre approche de la moitié (SatizGafner, 1993; Constardi al.,
1997; Guillamonet al, 1998 ; Granchet al, 2003). La diminution de la disponibilité de
'oxygene dans les modts favorise aussi la crossateS. cerevisiaeau dépend des non-
Saccharomyce@-leet, 2003). Certaines especes peuvent touteéogster jusqu’a la fin de la
fermentation mais généralement en trés faibles qutigms et rarement (Gutiérrezt al,
1999 ; Pramateftalat al, 2000).

On notera finalement que les bactéries lactiqueeniennent aussi dans la
transformation des modts en vins mais nous ne dgpelons pas cet aspect outre mesure.
Ces bactéries sont présentes dans les modts deetans les vins et leur multiplication a
un stade donné dépend des conditions du milieesEssurent la transformation de I'acide
malique en acide lactique, ou fermentation malajaet Quand elles interviennent aprés la
fermentation alcoolique, elles peuvent contribuk qualité des vins, principalement rouges,

ou cette fermentation est plus recherchée queldamnéns blancs (Ribereau-Gayon, 1998).
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1.2.5 Facteurs influencant la diversité des espéces

La diversité de la flore au cours de la fermentati@épend de la diversité initiale des
modts et de leur composition chimique, influencas givers parametres. Bien que I'effet de
certains facteurs ne soit pas toujours confirmesti@ et al, 2002), on attribue la variation
de la composition des populations levuriennes et gleportions des différentes especes
d’'une année a l'autre et d’une région a l'autréindluence de la variété de raisin utilisée et
son degré de maturité, a 'endommagement physigsegtappes, a I'age du vignoble et sa
localité géographique ainsi qu’aux conditions cliapaes prédominantes (Parish et Carroll,
1985 ; Longcet al, 1991; Schutz et Gafner, 1994 ; Pramatefldl, 2000). Par exemple les
taux de précipitations élevés augmentent I'humidité favorisent la prolifération des
champignons ce qui affecte I'équilibre des levytesgoet al, 1991). Jouent aussi un role,
I'existence de résidus de produits phytosanitalessconditions de la fermentation (comme la
température), les interactions pouvant existereemds différentes espéces qui peuvent
moduler la disponibilité des nutriments et produitieers métabolites inhibiteurs ou au
contraire favorables pour les autres especes, qiresia faculté des especes a supporter les
divers stresses, comme le bas pH des modts, Isigmessmotique élevée, le manque
d’oxygéne ou 'addition de sulfite (Fleet, 2003 niday et al., 2006).

1.2.6 Intervention des nonSaccharomyces dans les fermentations

Les levures norsaccharomycesjui peuvent atteindre des populations dé-10
cellules/ml dans les fermentations naturelles peugentribuer significativement a la qualité
finale des vins qui varie donc en fonction des espérésentes (Leng al., 1996;Romano
et al., 1997 ; Romanet al.,2003).

Les différentes especes qui interviennent danfetesentations se caractérisent par des
capacités fermentaires différentes que ce soiteeme de vitesse de fermentation ou de
production d’éthanolK. apiculatapeut par exemple fermenter jusqu'a 5-6% d’ethaDes
especes peuvent entrer en compétition é&vecerevisiagour les nutriments et donc elle
affectent les cinétiques de croissance et le mbsab® de S. cerevisiae Des effets
indésirables des levures apiculées sont ainsi etrég comme un effet retardant e
apiculatasur la fermentation conduite p&r cerevisiagHerraizet al, 1990) et des arréts de
fermentation si les noBaccharomycespersistent dans les fermentations a des taux

significatifs (Gutiérrezt al, 1999).
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Les espéces ndBaccharomycese caractérisent aussi par rappof.acerevisiagar
une production différente de métabolites. En irdeant dans les fermentations des leur
début, en culture mixte ou séquentielle avecSleserevisiaet méme a des taux plus faibles
que S. cerevisiades levures noisaccharomyceaffectent ainsi les profils aromatiques des
vins (Herraizet al, 1990 ; Lemaet al, 1996 ; Romanet al, 2003). Les vins produits par les
souches les plus communément rencontrées dansdesepes phases des fermentations, a
savoirH. uvarumet C. stellata se caractérisent par une forte production d’aeé&tathyle et
d’acétoine (utilisé paB. cerevisiagour produire du 2,3-butandiol) et une faible prcitbn
d’alcools supérieurs (Romarei al, 2003 ;Figure 6). La présence communeHl’ uvarum
dans les phases initiales des fermentations powuasi conduire a la formation de grandes
quantités d’acide acétique (ITV, 2003 ; Romagtoal, 2003). D’'autres especes comme
Torulasporadelbrueckiiproduisent un faible taux d’acidité volatile alapseK. apiculataet
Metschnikowiaproduisent de grandes quantités d’acétate d’'étblyld’acide acétique et la
présence d&chizosaccharomycesnduit a une désacidification importante ou agaion
de godt de réduit (Herraizt al, 1990 ; ITV, 2003). Le sulfitage des modts pernligthiber
les levures sensibles oxydatives com@andida ou peu alcoogenes comnkdoeckera
Hanseniasporat Metschnikowig TV, 2003).

Pourtant, et méme si généralement les 8acearomycesont associées a des défauts
olfactifs a cause de la forte concentration d'deétiéthyle, d’acide acétique, de molécules
soufrées ou de la désacidification des modts (@stiét al, 1999 ; ITV, 2003), ces especes
ne sont pas toujours des sources de défauts. Bapéx en initiant des fermentations avec
des cultures mixtes d&. cerevisiaeavec des souches sélectionnéefidbia anomalaet de
Hanseniasporaguilliermondii, on a pu augmenter la production d’esters acéicumnt
certains ont un impact positif sur le vin, toutreaintenant une méme vitesse de fermentation,
une méme production de glycérol et d’'acide acétiguein méme taux global d’alcools
supérieurs, et tout en gardant les valeurs d'abétgde dans la marge des concentrations
acceptables. Pourtant une augmentation concomitéentétate d’éthyle a été notée (Roghs
al., 2003). Le plus pertinent serait alors de jouerla capacité des différentes souches a
produire les différents métabolites puisque lexkes de noisaccharomycese caractérisent
elles aussi par une diversité physiologigue commeleo verra avec les souches 8e
cerevisiae Par exemple malgré la tendance globaléidevaruma produire des taux élevées
d’acide acétique, certaines souches sont faiblemm@uuctrices (Romanet al, 2003). Des
différences de production d’acétoine sont aussgsirées chekl. guilliermondii (Romano

et al, 1993). Une tendance se développe d’ailleurseietnent pour I'utilisation de cultures
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mixtes de souches choisies 8e cerevisiaeet de nonsaccharomycegour optimiser les
profils aromatiques des vins (Rojtsal, 2003 ; Romanet al, 2003).

1.2.7 Sources des levures indigenes

Il est admis que les levures nBaccharomycegui initient la fermentation trouvent leur
origine sur la surface des grappes. La prédominaskeecertaines especes (comme
HanseniasporaCandidaou Metschnikowig pourrait étre due a des facteurs de compatibilité
physiologiques et biochimiques avec la surfacegtdagpes (capacité d’adhésion, disponibilité
de métabolites), a une tolérance aux facteurs @latute stress (comme la température,
l'irradiation, la lumiere solaire ou la déshydraia), et a des facteurs chimiques d’inhibition
(provenant des grappes ou de produits phytosas)amu aussi a des interactions entre
especes de levures, certaines, convhepulcherrimainhibant d’autres espéces do@t
cerevisiag(Fleet, 2003).

Quant a la source d& cerevisiaeelle est encore un sujet de controverse. Cefteces
est pratiquement absente des grappes non endonsreigées vignobles ou alors présente a
de trés faibles taux qui font que son isolemenedlisans enrichissement est difficif.
cerevisiaeest toutefois trouvée dans les caves a la sudaseéquipements et du matériel
(Martini, 1993 ; Martiniet al, 1996 ; Fleet, 2003).

Ces observations ont donné lieu a plusieurs ind&pons. Certains auteurs pensent que
les populations d&. cerevisiaeoloniseraient les caves et y résideraient d’ummga a I'autre
pour servir de source d’inoculation des nouveauxitsxa fermenter et revenir ensuite
coloniser les caves lorsque des fermentations mepdas en cours (Martini, 1993 ; Martiei
al., 1996). La dominance plus rapide des fermentatjmarS. cerevisiaeau fil des années
observée dans une cave nouvellement implantée ret dépourvue d'une flore résidente,
pourrait ainsi étre due a I'implantation successigecette espéce dans la cave (Belétaal,
2002).

Alternativement, la source d’inoculation des ferma¢ions naturelles, au lieu d’étre une
flore résidente dans les caves, pourrait étregacble d’ou les levures sont transportées par
les grappes ou les insectes vers les cuves der@tion. Les levures retourneraient ensuite
aux vignobles grace aux insectes (Naumov, 1996).

On a aussi proposé que ce sont plutét les grappegsnmenagées qui constituent la

principale source d’inoculation des fermentatidhscerevisiaserait apportée sur ces grappes
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par les insectes qui s’en alimentent et elle pradifait sur celles-ci car la pulpe du raisin y est
plus accessible que sur les grappes intactes (ertet Polsinelli, 1999).

1.2.8 Origine deS. cerevisiae

L’origine de S. cerevisiagjui a été trouvée en association avec des fertimmgares
anciennes (Cavaliegt al, 2003), n’est pas plus clarifiée que sa sourgedulation dans les
modts, mais on a actuellement tendance a pensarefigeespece existe naturellement en tant
gu’espéce a part entiére et que les souches régslactuellement, auraient été domestiquées
a partir de souches sauvagesSdeerevisiadLandryet al, 2006). Initialement, I'association
plus fréquente d&. cerevisiaavec les activités humaines et son implantatiors des caves
vinicoles ont poussé certains auteurs a stipuleragiite espece est domestiquée et qu’elle est
initialement inexistante dans la nature (Martin®93 ; Martini et al, 1996). Sa présence
occasionnelle dans les vignobles serait donc ke éamme nous I'avons déja mentionné,
d’'une inoculation par les insectes a partir desméstations (Naumov, 1996).

Pourtant des exceptions ont été observées.aarevisiagbien que généralement tres
rare dans les milieux naturels non associés aar$tés humaines, a été retrouvée a des taux
exceptionnellement élevés dans des sols de ch@&mesie I'ont montré Sniegowsldt al
(2002).

Plus récemment, Fay et Benavides. (2005), en études isolats d&. cerevisiaale
diverses sources (clinique, naturelle, fermentatenraisin et de saké) ont proposé que
cerevisiag présente a I'état sauvage dans la nature, awaitau moins deux événements de
domestication ou du moins de sélection progresslee souches adéquates pour les
fermentations. L’'un des événements aurait conauiapparition des souches vinicoles et

l'autre a I'apparition d’une lignée de souchesisgies pour la production de sakeé.

[.2.9 Evolution adaptative deS. cerevisiae

On constate que la constitution du génome des ssuiEmologiques d& cerevisia@st
difféerente de celle des souches de laboratoire,stasches cenologiques étant souvent
polyploides et/ou aneuploides, homothalliques, draaht hétérozygotes et se caractérisant
par une grande capacité de réorganisations génemsgfupar conséquent un niveau élevé de
polymorphisme chromosomique (Bakalinsky et Snow0188denneet al.,, 1992; Guijoet al,

1997; Codoret al, 1998 ; Mortimer, 2000). On a méme récemmentgsépne ‘‘signature”
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propre aux souches vinicoles industrielles qui aeaatérisent par une série spécifique de
délétions ou d’amplification de genes, particuli@emt une amplification d’'un set de génes
subtélomériques sur le bras droit du chromosordaih(et al, 2005).

On suppose que lI'aneuploidie des souches leur rodfEs avantages sélectifs en leur
permettant de s’adapter a diverses conditions emvémentales, en augmentant le nombre de
certains genes utiles et en protégeant la levurawtations délétéres ou létales (Quetohl,
2003). Pourtant les résultats de Dwtral (2005) n'ont pas confirmé I'aneuploidie supposée
de certaines souches commerciales. Mais cette @tladénclus qu’'un nombre limité de
souches industrielles ou académiques qui pourrgiedsenter une plus grande stabilité
génomique par rapport aux souches sauvages étwigasavant, vu leur maintenance dans
des conditions de culture plutdt constantes.

Il est probable que les réarrangements chromos@sjgies amplifications ou les
délétions de génes ou de régions génomiques oleseoh®zS. cerevisiagretenus a une
fréquence relativement élevée en réponse a desfpriessions sélectives, ont une valeur
adaptative et des réarrangements bénéfiques pentrréire responsables d’'une meilleure
vigueur de certaines souches (Adahal, 1992 ; Codort al, 1998 ; Dunhanet al, 2002).

Dans le cas des souches vinicoles on suppose parpéx que l'utilisation de suflite
comme agent antimicrobien aurait exercé une pnessétective favorisant la fixation d’'un
réarrangement chromosomique. En effet, il a étéerwBsqu’'une translocation entre les
chromosomes VIl et XVI est trouvée dans différergeuches vinicoles (et uniqguement dans
celles-ci) provenant de diverses régions géogragsigFigure 7). La fixation de ce
réarrangement confererait une meilleure résistanicsulfite en permettant la surexpression
du gene SSU1 qui est associé a la résistance tie silqui du fait de la translocation est
placé sous le contréle d’un nouveau promoteur. @enpteur du géne ECM34 inclut un
nombre variable de répétitions d’'une séquence daeb7&lon les souches (Perez-O¢iral,
2002). Infanteet al. (2003) ont obtenu un résultat similaire pour deoxches impliquées
dans le vieillissement des vins de Xérés, ou desuras chromosomiques induites par
'exposition a I'éthanol et a l'acétaldéhyde corsduit a I'amplification de segments
chromosomiques ce qui augmente le nombre et paégoent I'expression de certains genes
intéressants trouvés dans ces régions.

Pour expliquer I'évolution des souches vinicolegriiner et al (1994) ont émis une
théorie de “renouvellement du génome”. Cette ti®@uppose que les souches vinicoles
naturelles dont la plupart sont homothalliques,uaadent des mutations hétérozygotes

récessives spontanées avant de sporuler. Aprésrriairgation des spores, un changement de
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type sexuel et une conjugaison des cellules ont diennant naissance a des diploides
homozygotes homothalliques ou les mutations, avpatarécessives, peuvent s’exprimer.
Ces diploides homozygotes rentrent en compétitisineeeux et avec les hétérozygotes
initialement présents, les mieux adaptés remplaéaantuellement les autres. Mais il est
encore incertain que la méiose soit trés fréqueéats la reproduction des souches vinicoles,
certains auteurs soulignent au contraire la ratetéphénoméne vu le polymorphisme,
I'aneuploidie élevées des souches vinicoles etdddes taux de viabilité de leurs spores
(Puiget al, 2000 ; Perez-Ortiat al,, 2002).

S. cerevisiagourrait aussi évoluer en formant des hybridesrgpécifigues avec les
especes du complexe sensu stricto. Ces hybridestgarst les caractéristigues des deux
especes parentales peuvent étre mieux adaptésaaaitiens fluctuantes qu’ils peuvent
rencontrer (Queratt al, 2003). La souche S6U, hybride erfirecerevisia@tS. bayanusest
un exemple de souche ayant des caractéristiquesdiegiques intéressantes puisqu’elle
produit certains composés aromatiques a des vaietersnédiaires entre celles des espéces
parentales (Masnewdt al, 1998 ; Mortimer, 2000). Des souches commerciatédséees en
vinification sont aussi décrites comme étant debridgs entreS. cerevisiaeet d’autres

especes comntg. kudriavzevi{Bradburyet al, 2006).

Les mécanismes évolutifs et adaptatifsSdeerevisia@ux conditions de la vinification
sont probablement responsables de l'induction dgna@de diversité moléculaire au sein de
cette espéce. On observe en effet, outre l'imptinatde diverses espéces dans les
fermentations, une intervention concomitante desiplurs souches présentant une grande
diversité moléculaire. Mais avant de rentrer dassdétails de cette diversité, nous allons
exposer les diverses méthodes de typage molécalaiirent permis de mettre en évidence la

diversité interspécifique d&. cerevisiae.

[.3. Les méthodes d’identification et de typage ddsvures vinicoles

[.3.1 L'identification des levures

L’identification et la classification des levuras général, et des levures aenologiques en
particulier, ont connu une grande évolution dedaigoremiére division des levures par
Hansen en sporogenes et asporogénes. Les critBdestification se basaient sur des

observations de la morphologie, de la physiologigeela biochimie des levures pour assurer
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une délimitation de I'espece. La forme des cellud¢sleurs dimensions, la sporulation,
I'assimilation de composés azotés et de sucrdgrtaentation de ces derniers, le besoin en
facteurs de croissance ou encore la résistancey@oheximide étaient pris en compte
(Barnett et al., 2000; Ribéreau-Gayatral, 1998). Mais le temps requis pour effectuer de tel
tests étant assez long, des kits plus rapidesrdifi@tion (comme les galeries API) ont été
développés et appliqués aux levures cenologiquestdpt la classification basée sur de tels
criteres rencontre des difficultés liées a la \ali# intraspécifique de certains parametres et
d’'une variabilité durant la multiplication végétatipour une méme souc{iRibéreau-Gayon

et al, 1998). Méme si ces méthodes sont encore utilisggaird’hui, et méme quand elles
permettent de différencier les souches tyges différentes espéeces, ce qui n’est pas toujours
le cas (comme par exemple pour le groupe senstiosties especes apparentées du genre
Saccharomycgselles ne sont pas toujours fiables pour assignernouvelle souch& une
espéece. Avec le développement des techniques nhailé&s) une identification plus fiable et
plus rapide des espéces est devenue possible méewamnbiguités de classification peuvent
subsister. Les méthodes d’identification “clasgusont encore utilisées pour une
identification préliminaire qui aide a cibler lepge subséquent et qui permet de caractériser
la variabilité phénotypique au sein de I'espece.

Les méthodes moléculaires se basant sur l'analgse whités répétées de I'ADN
ribosomique (ADNr) sont le plus largement adoptpesr la délimitation des espéces de
levures Figure 8). On a le plus souvent recours a I'amplificatidnaela restriction de la
région variable ITS1-5.8S-ITS2 (ITS pour Internahfiscribed Spacer) grace a des amorces
situées dans des séquences flanquantes consearéeted unités 18S et 26S (Molietal
1992; Guillaménret al 1998 ; Pramateftalet al, 2000 ; Beltraret al. 2002 ; Lopeset al,
2002). Un grand nombre d'especes a aussi été éassictgrace a I'amplification et au
séquencage de la région variable des domaines Dde& 26S (Kurtzman et Robnett, 1997 ;
Kurtzman et Robnett, 1998). On a proposé récemniéméluation de la mobilité des
hétéroduplex formés apres la dissociation et lass®ciation des amplifiats (Ramesal,
2001). L’amplification et la restriction de la NT$2'aide d’amorces situées dans l'unité 5S
et 'ETS (External Transcribed Spacer) (Nguyen atill&din, 1997 ; Nguyert al, 2000a ;
Nguyen et al, 2000b) a notamment été utile pour la différditia des espéces dans le
groupeSaccharomycesensu stricto (Nguyen et Gaillardin, 1997 ; Ngugeal, 2000). A cet
effet on a aussi proposé d’autres amplificationesdBADNr (Josepaet al, 2000), une
PCR/RFLP du gene MET2 (Masneef al, 1996), alors que les méthodes basées sur des
hybridations de sondes (Naumcoet al, 1992), ou l'estimation du pourcentage de
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réassociation d’ADN génomique ont été abandonnéeguade leur complexité (Vaughan-
Martini et Kurtzman, 1985).

1.3.2 Le typage des levures

Le recours aux méthodes moléculaires a aussi olevendie a la différentiation entre
différentes souches au sein d'une méme espece ajoes I'utilisation des criteres
physiologiques se limitait a I'identification desp&ces (Poulardt al, 1980; Heard et Fleet,
1985; Parish et Caroll, 1985 ; Pardbal, 1989). La nécessité de différentier les souches
cenologiques a particulierement induit le développgnde méthodes tres diverses. Ces
méthodes ont été appliguées a I'étude de I'écolatpe flores levuriennes dans des
fermentations spontanées et de la diversité bicgpbgue, a la détermination de parentés
par des études phylogéniques, a la constitutiol l&ntretien de collections ou encore au
suivi de I'implantation des levures pré-sélectiasédans les modts inoculés pour s’assurer de
la réussite de la colonisation. De plus la déteatm sans ambiguité de la souche en vue
d’'une sélection ou de sa vente comme levure sésthimportante, a la fois pour le producteur
de levures et le vinificateur, pour s’assurer deuaeté et de l'identité du produit vendu
d’autant gu'’il arrive que la méme souche soit comumaéisée sous des noms différents par la
méme compagnie ou par des compagnies différensesgddez-Espinaat al, 2001).

Beaucoup de méthodes ont été développées poupdgdydesS. cerevisiaedont les
premiéres étaient I'analyse des caryotypes et daicdon de '’ADN mitochondrial et ces
deux méthodes ont été tres adoptées (Qutral., 1992b ; Vezinhett al., 1992; Versavaud
et al, 1995, Nadaét al, 1996; Codoret al, 1998; Nadaét al 1999; Comiet al.,2000; Lopez
et al., 2001). L'amplification des régions entre deux L@&ta de transposons est aussi tres
largement appliquée (Ness$ al., 1993; Legras and Karst, 2003) alors que le tgpdesS.
cerevisiaepar I'analyse de marqueurs microsatellites esbrenmoins utilisé (Galleget al.,
1998; Hennequiret al, 2001, Techerat al, 2001 ; Legragt al, 2005). D’autres méthodes
basées sur des amplifications par PCR ont aussiétéloppées comme les amplifications
d’introns (de Barros Lopez, 1998 ; Lopetzal., 2003) ou la RAPD qui peut étre associée a
des analyses de restriction ou au séquencage (uetsal., 1995 ; McGrathet al., 1998 ;
Perezet al.,2001a). Mais I'application des amplifications difons n’a pas été explorée, alors
que la discrimination des RAPD dépend énormémentadeorces utilisées et des conditions
expérimentales (Baleiras-Cowtbal, 1996; Pereet al, 2001a) : les profils générés peuvent

étre instables a cause d’hybridations non spéafigdes amorces (Gil-Lamaigneget al.,
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2003) ce qui fait que la reproductibilité n’est pssulement affectée entre différents
laboratoires mais au sein d’un méme laboratoires PEcemment l'utilisation des puces
d’ADN comme outil de typage des souches (Winzeleal, 1999 ; Dunnret al, 2005) ou
d’étude de phylogénies inter et intra-spécifiqueeproposée (Edwards-Ingranal, 2004).
Cette technologie, qui permet également liderdifitn de QTL (Steinmetet al, 2002),
n’est pas encore facilement accessible et colfausele typage d’'un grand nombre d’isolats.
Dans ce qui suit nous allons parler des deux méghtas plus utilisées jusqu’a présent
pour le typage deS. cerevisia@ savoir la restriction de '’ADNmt et 'analyse d=gyotypes.
Ces deux méthodes ayant été au fur et a mesurdaetap par I'amplification des séquences
interdelta nous exposerons aussi cette méthodé @uesl’analyse par les microsatellites,
efficace et toujours prometteuse pour la diffémmin des souches d& cerevisiaeNous
exposerons enfin la méthode que nous avons cheisiédelopper pour le typage dgs

cerevisiagle MLST ou Multilocus Sequence Typing.

1.3.2.1 Polymorphisme des fragments de restrictiode ’ADN mitochondrial

L’ADN mitochondrial (ADNmt) deSaccharomyces cerevisi@enstitue ~15% de son
contenu en ADN (Williamson, 2002). Plusieurs coies0) de cet ADN coexistent dans une
méme cellule et sont empaquetées dans des stmicppelées nucléoides ou chondriolites
espacées periodiguement dans les tubules mitodaordet variant en nombre et en taille
selon les conditions physiologiques (Berger et &,a2000 ; Williamson, 2002). Cet ADNmt
code uniquement une petite partie du protéome hmtodrial alors que la plupart des
protéines sont codées par des genes nucléaireg €¢Ged, 2001). Contrairement a ce qui a
longtemps été établi, les molécules d’ADNmt qui ane taille variable entre 75 et 150Kb
sont présentes sous une forme principalement fmésti un petit nombre uniquement de
molécules est circulaire (Maleszka et Clark-Walki€d92 ; Williamson, 2002 ; Fourgt al,
2004). L'ADNmt se caractérise par une teneur exoeptllement élevée en bases A/T
(~80%) par rapport a I'’ADN nucléaire, une ségréamafrappante entre les régions riches en
GI/C et celles riches en A/T (Pon et Schatz, 198@lprésence d’introns, une faible densité de
genes (Fourgt al, 1998), et un taux élevé de recombinaison homaagtra-mitochondriale
(Dujon, 1981 ; Williamson, 2002). La richesse el Ale TADNmt pourrait étre liée a une
deéficience dans l'activit¢ d’ADN-Uracil glycosylagmsur la réparation de I'accumulation

d’'uracile (par désamination spontanéecgtosine) ce qui conduit a des transitions GC/AT
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(Chatterjee et Singh, 2001). Cette richesse a @té @ profit pour le séparer de I'ADN
nucléaire ou pour digérer plus spécifiguement caide

La survenue d’additions ou de délétions dans I'TARNmanduit a l'apparition d’un
polymorphisme de taille des molécules. Ces mutatmeuvent étre de tres grande taille mais
peu fréquentes dans les introns, de plus petite {aD-150 bp) mais plus fréquentes dans les
régions intergéniques ou alors trés petites (ddiéode 3bp) ou ponctuelles (de Zamaroczy et
Bernardi, 1986). La détection du polymorphisme d®Nmt se base sur sa restriction par
des endonucléases qui génerent des fragments daeDbingueurs différentes selon la nature
et 'emplacement des sites de restriction. Lesatians observées dans les profils entre les
différentes souches sont le résultat des mutathmlvenant dans les séquences des sites de
restriction, I'acquisition ou la perte de sitesrdeonnaissance, ou I'apparition d’'insertions ou
de délétions dans les séquences entre deux sitestdetion.

L’analyse du polymorphisme de TADNmt a été utibsgéu départ pour la caractérisation
des levures de biere (Aigkt al, 1984; Lee et Knudsen, 1985) pour étre ensuipiicape a
la caractérisation des levures vinicoles (Dubowreieal, 1987). Plusieurs méthodes ont été
développées et les premiéres recouraient a I'isebénde 'ADNmt par sa séparation sur
gradient de chlorure de césium (CsCI) en utilisamaigent intercalant ayant une affinité pour
les AT (Aigle et al, 1984; Dubourdiewet al, 1987 ; Gargouri, 1989). Ces manipulations
nécessitant pres de 4 jours de travail ont étéIgiégs et accélérées par Querol et Barrio
(1990) qui ont séparé les mitochondries des agtyastituants cellulaires avant d’en extraire
I’ADN, évitant ainsi le recours a la centrifugatiamec gradient de CsCI.

Des schémas de restriction développés par la eniteue d’applications industrielles,
beaucoup moins compliqués et plus rapides (Quetral 1992a, Lopezt al, 2001), ont été
tres largement adoptés pour le typage des levimeoles de I'espec8. cerevisia¢Vezinhet
et al, 1990 ; Querokt al, 1992b ; Martineet al, 1995; Constantt al, 1997 ; Sabatet al,
1998). Sans recourir a la purification de '’ADNmt, ces é&atas se basent plutdt sur
I'extraction de I’ADN total. Ce dernier est ensuitigéré par des enzymes de restriction ayant
comme cible des séquences comportant les base<&teteconnaissant par conséquent un
plus grand nombre de sites dans I’ADN nucléaire. fuefils ainsi générés sur gels d’agarose
correspondent a des fragments d’ADNmt alors qu®RAnucléaire est quasiment détruit.

Un polymorphisme marqué des souches cenologiqueséarg mis en évidence par la
restriction de '’ADNmt et ce polymorphisme est seutattribué a I'action de I'éthanol car
I'exposition a cet agent induit une augmentationsudérable dans le taux d’apparition de

souches mutantes respiro-déficientes (Jimesteal, 1988 ; Castrejoret al, 2002). Ces
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souches sont appelées “petites” a cause desepetiblonies qu’elles forment sur milieu
solide en présence de sucre fermentescible et milesedent un ADNmt dégénéré formé de
fragments résiduels de 'ADNmt originel ou alorgeglmanquent completement d’ADNmt.
On a mis en évidence pour les soucheS.deerevisiadormant des films a la surface des vins
de Xérés et poussant en présence de fortes comtbensrd’éthanol et d’acétaldéhyde et dans
des conditions de stress oxydatif, que I'inductaben I'apparition de mutantes petites est
graduelle puisque des Iésions dans ’TADNmt précesamerte totale (Castrejé@nal, 2002).

On sait par ailleurs que des mutations survenans die nombreux genes impliqués par
exemple dans la maintenance et la stabilité de NAD ou sa transmission peuvent induire
I'apparition de mutantes petites (Berger et Ya#feQ0 ; Contamine et Picard, 2000). Parmi
ces genes figurent des genes prévenant I'accumnlde produits réactifs de I'oxygene ou
ROS (Reactive Oxygen Species) qui ont un effettéli@ésur ’TADNmt (Contamine et Picard,
2000). Durant le vieillissement des vins de Xéiedams les conditions décrites ci-dessus, on
a relié I'effet de I'éthanol (qui pourrait agir viacétaldéhyde) a l'induction de la formation
de composés ROS (Castregginal, 2002) ou a la destruction de la membrane mitodhale

a laguelle TADNmt est associé (Ibeas et Jimen8871;, Jimenezt al, 1988). Mais dans les
vins les concentrations en acétaldéhyde et en @ltlsamt moindres et le métabolisme n’est
pas oxydatif et les Iésions conduisant a I'apparitie mutantes petites peuvent étre de nature
ou d'ampleur différentes que celles des lésiongarsables du polymorphisme de TADNmt
des souches des vins de Xérés.

En dépit de l'efficacité de la RFLP de 'TADNmt podifférencier les souches d&
cerevisiaeson pouvoir discriminant dépend énormément de Yerezutilisée, certaines étant
moins discriminantes que d’autres (Fernandez-Esmhal, 2001 ; Schulleet al, 2004 ;
Figure 9). L’association de deux enzymes ou la combinagm®ette méthode avec d’autres
techniques sont donc parfois nécessaires pour audgmeson niveau de résolution
(Pramateftakiet al, 2000 ; Fernandez-Espiner al, 2001). Le choix de I'enzyme a utiliser
doit se faire avec précaution pour obtenir un namptimal de bandes et un niveau maximal
de résolution. Les profils générés peuvent compdese trainées d’ADN digéré qui réduisent
la clarté des profils et compliquent les analysalsséquentesHgure 10). Par contre la
reproductibilité de cette méthode est souvent seypér a celles des méthodes basées sur des
amplifications par PCR. La comparaison des résutatre différents laboratoires est denc

priori possible a condition d’adopter des conditions simamdardisées.
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1.3.2.2 Analyse des caryotypes par électrophoresa ehamp pulsé

Saccharomyces cerevisipessede 16 chromosomes variant en taille de ~B4ur le
chromosome | a plus de 2000 kb pour le chromosomheloft la taille dépend du nombre
variable (entre 100 et 200) des répétitions engande I’ADNr (Olson, 1991). La publication
d'une carte compléte des chromosomes en 1985 (@arl®lson, 1985) n'a été rendue
possible qu’avec I'apparition de I'électrophoresechamp pulsé ou PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis). Cette méthode consiste a altélorg@ntation du courant électrique durant
I'électrophorése et permet la séparation de madscdlADN de grandes tailles (Schwartz,
1983 ; Carle et Olson, 1984).

Durant I'électrophorese classique en champ statitese molécules de plus de 20kb
s’alignent avec le champ électrique et ont par éguent une méme surface transversale
(Birren et Lai, 1993), ce qui fait gu’elles migremtec la méme mobilité indépendamment de
leur taille et forment une méme et large bande dangel. Ce n’est qu'en adoptant des
conditions spéciales de séparation que des mokdiAON d’une taille maximale de ~50 kb
peuvent étre séparées avec |'électrophorese desslcp PFGE a permis de séparer de
grandes molécules d’ADN en les forcant & changerddection de migration durant
I'électrophorése sous I'impulsion d’'un champ éliecte re-orienté. Sous ces conditions, les
molécules qui ont les plus petits poids molécusaie¢ qui sont donc les moins longues
changent de conformation et adoptent la nouvelentation plus aisément que les grandes et
commencent & migrer plus rapidement dans les maillegel (Chu, 1991). Les molécules
migrent en ligne droite tant que le voltage et [mdsions entre deux changements
d’orientation sont constants (Birren et Lai, 1993).

Plusieurs termes sont actuellement utilisés enar@vec la PFGE pour désigner des
systemes d’électrophorese utilisant différentes houds de réorientation des courants
électrigues qui sont homogenes ou pas, et diveydemétries des électroddsigure 11).
Mais tous ces designs se basent sur le méme prirdEp séparation des molécules et
aboutissent a la méme limite de résolution. Le$edihces générées entre ces systemes
concernent principalement la courbature des prdfls/itesse de séparation, la capacité de
résolution dans une marge particuliére de taillesaeportion du gel donnant une bonne
séparation (Birren et Lai, 1993). Quel que soiystéme adopté, des chromosomes entiers et
intacts peuvent étre séparés en gel d’agaroseseantmstrant dans des plugs d’agarose pour

les protéger des pressions physiques (Carle en(O1885).
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ChezS. cerevisiades 16 chromosomes ne sont généralement pas sé=olli6 bandes.
Par exemple les chromosomes de la souche AB978éfisque de la souche S288C) sont
séparés en 14 bandes dont deux représentent deletdode chromosomes de méme taille
(les chromosomes V et VIII et les chromosomes Ml X/). Le chromosome XII,
particulierement polymorphe a cause de la présdaserépétitions d’ADNr, peut avoir une
faible intensité a cause du piégeage dans le getslenolécules d’ADN de grande taille et il
peut présenter une migration aberrante a cause ghémomeéne d’inversion de mobilité
(Olson, 1991). Ce phénomene consiste en une nugratus rapide des grandes molécules
car la migration n’est pas toujours une fonctiorecte de la taille, ce qui fait que des
molécules de tailles différentes peuvent avoir l@nma mobilité durant les réorientations
successives du courant. L’inversion de mobilité dépend pas d'une conformation
particuliere du chromosome ou d’une structure gusérait associé@irren et Lai, 1993).

Une variabilité considérable a été observée dameratitution des chromosomes des
souches cenologiques commerciales et naturdMexinhetet al, 1990 ; Bidenneet al,
1992 ; Guillamonet al, 1995 ; Codoret al, 1998), principalement un polymorphisme de
taille des chromosomes mais aussi un niveau daliplafariable des souches naturelles
(Querolet al, 2003). Le niveau élevé de polymorphisme de lengules chromosomes chez
les souches vinicoles d&. cerevisiaest di a un changement de longueur des séquences
répétées en tandem ou a des réarrangements chraigass induits par la présence de
séquences répétées qui agissent comme sites d'bgiemlpour des recombinaisons. Les
éléments transposables peuvent étre impliqués,aulres séquences répétées dispersées ou
répétées en tandem comme les séquences répétéalsrmehiques Y' (Beniteet al, 1996 ;
Casaregola&t al 1998 ; Rachidet al 1999 ; Querokt al, 2003) ou les microsatellites (Ayres
Siaet al, 1997b ; Wierdlt al, 1997). Les recombinaisons peuvent conduire addkgions
intrachromosomiques, a des échanges chromosomigégaux entre homologues ou a des
translocations ectopiques et a des changementsndedur des répétitions subtélomériques
(Zolan, 1995 Figure 12). Ces réarrangements chromosomiques sont probabldiés@at un
processus sélectif permettant I'adaptation deshssiaux conditions environnementales et
industrielles (Zolan, 1995 ; Benitet al, 1996 ; Infanteet al, 2003 ; Querokt al, 2003 ;
revoir supra 1.2.9 et |gigure 7).

L’'analyse des caryotypes est efficace pour la difféation des souches vinicoles mais
le handicap majeur de cette méthode est sa difficlgé mise en ceuvre surtout au niveau
industriel. Elle est complexe et laborieuse et sieessite un eéquipement plutdét cher et un

temps de manipulation assez long et le nombreldisgu’on peut analyser a la fois est assez
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limité. De plus cette méthode distingue uniquentengrandes différences dans la longueur
des chromosomes et passe outre les petits changembss mutations ponctuelles. Elle peut
par contre détecter des différences (par exemmeésénements de translocations) qui ne
seraient pas visibles en utilisant des méthodesnwna restriction de 'ADNmt ou des

méthodes basées sur I'amplification de marqueuspetsés dans le génome comme par
exemple les microsatellites (Schullet al, 2004). Il est clair gu’'une grande probabilité

d’homoplasie existe et des bandes de mémes tagle®nt pas forcément homologues (Gil-

Lamaignereet al., 2003)

1.3.2.3 Amplification par PCR des séquences entreedx LTR delta

Le génome deSaccharomycegerevisiaecontient un grand nombre de séquences
répétées dont les rétrotransposons Ty et les ségsiaqui leur sont relatives. Plus de 300
insertions d’éléments Ty (rétrotransposons comple™R ou fragments de LTR) ont été
trouvées dans le génome Secerevisiaglont une cinquantaine de rétrotransposons complets
nombre qui est trés élevé par rapport aux autresaseomycetefNeuvegliseet al, 2002).

La transposition qui se fait & une fréquence de- 1@’ transposition par élément Tyl et par
génération (Roth, 2000) pourrait étre plus actitiezcS. cerevisiaegque chez des espéeces
apparentées comn&& paradoxusu S. bayanugjui ne contiennent pas de séquences de Ty2
(Naumovet al, 1992). Elle est néanmoins moins active chezteshes vinicoles que chez
les souches de laboratoire ou chez les souchesudanigerie qui contiennent un plus grand
nombre d’éléments Tyl ou Ty2. La transpositionrégtimée a I'état diploide, caractéristique
des souches sauvages 8ecervisiag et déréprimée a I'état haploide, caractéristidas
souches de laboratoire (Codetnal, 1998 ; Hauseet al, 2001).

La structure des rétrotransposons ressemble a delerétrovirus et leur mode de
transposition, via des intermédiaires d’ARN, a éplication rétrovirale (Boeke, 1989). En
effet, les rétrotransposons sont flanqués par dER llou long terminal repeats) et
comprennent deux ORF (TyA et TyB) analogues awegé&atrovirauxgag et pol. TyA code
la principale protéine constituant les VLP (Viruié. Particules) qui encapsule les éléments
nécessaires a la transcription reverse des réiggiosons durant leur séjour extranucléaire
précédant I'intégration dans le génome de I’ADNavalement synthétisé (Roth, 2000). TyB
code les enzymes requises pour la transpositiom:puotéase (PR), une intégrase (IN), une
transcriptase reverse (RT) ainsi qu'un domaine RMAs(RH) (Roth, 2000). Les
rétrotransposons sont divisés en deux groupes ¢opiH et Ty3fypsy selon I'organisation
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des éléments qui constituent le gépel et la conservation des séquences codant la
transcriptase reverse (Xiong et Eickbush 1990). t@uéamilles d’éléments Tyékodpia
existent (les Tyl, Ty2, Ty4, et Ty5) et un élémeyd/gypsy(Ty3) (Figure 13). Une trentaine

de rétrotransposons complets du type Tyl et urermdizdu type Ty2 ont été trouvés cliz
cerevisiaemais trés peu de rétrotransposons Ty3 et Ty4 (Kinal, 1998), alors que les
éléments Tyb5, trés rares, ne comportent pas dena@isposons actifs mais des éléments LTR
solos ou des éléments dégénérés @al, 1996).

La transpositionse fait par un mécanisme de transcriptase revedrsgilise comme
amorce une séquence d’ARNt de I'h6te complémenéairee séquence appelée PBS en 5’ du
LTR (Neuveglise et al, 2002). Les transposons répliqués s'integrentégdement
préférentiellement dans des séquences cibles piusans spécifiques en y générant une
duplication de 5pb (Kinet al, 1998). Les éléments Tyl a Ty4 sont principalédmeimouves
a proximité de génes transcrits par 'ARN polymérdscomme les génes d’ARNt alors que
les Ty5 s’integrent dans des régions télomeriquesiletélomeriques (Zoet al 1996 ; Zou
and Voytas 1997 ; Kinet al, 1998). Cette spécificité d’insertion est un nmsme de survie
permettant aux rétrotransposons de se maintemngterme dans les génomes alors que la
levure a développé des mécanismes de répressita tl@nsposition et d’élimination des
transposons pour éviter leur accumulation excegdmelan et McDonald 1999).

Mais les transposons qui participent au remodetlgegénomes par leur transposition
ou par leur intervention dans des réarrangememtsrsomiques qui se font par le biais de
recombinaisons entre LTR peuvent ainsi induire adesgements avantageux pour la levure
(Zolanet al, 1995 ; Kimet al, 1998 ; Roth, 2000). Les recombinaisons entre pERvent
aussi conduire a des délétions des régions coddesatrotransposons laissant la place a des
éléments LTR en solo. Ce mécanisme est d’aillenesatratégie d’élimination des insertions
de rétrotransposons par la levure (Ketnal, 1998 ; Jordan et McDonald 1998igure 14).

Les éléments LTR solo sont beaucoup plus abondgunsles éléments associés a des
rétrotransposons ce qui atteste de l'efficacité@enination des transposons et ils sont plus
variables (Boeke, 1989 ; Jordan and McDonald, 1999)

Les LTR les plus abondants sont les éléments ddlifs aux rétrotransposons Tyl et
Ty2. On en trouve ~250 copies ch&zcerevisiaelont une trentaine de rétrotransposons Tyl
entiers et une dizaine de Ty2 (Kiet al, 1998). La variation de ces €léments dans les
génomes de différentes souchesSdeerevisiaa été mise a profit pour identifier ces souches.
Une amplification par PCR des séquences d’ADN gégoencomprises entre deux éléments

delta permet la génération de profils électrophlqués différents. En effet selon I'orientation
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des éléments delta, la taille de la séquence iaclmdre deux éléments, le nombre et la
localisation des éléments delta, des fragmentaypmighes variant en taille et en nombre sont
amplifiés Figure 15).

1.3.2.4 Typage par des marqueurs Microsatellites

Les microsatellites sont de courtes séquences &xmrdé répétitions en tandem de 1 a
une dizaine de nucléotides. Ces séquences somirsiégs dans tout le génome de la levure, a
la fois dans les régions codantes et non codaRiekdrd et Dujon, 1996 ; To#t al, 2000 ;

Li et al, 2004) mais leur taux est moindre dans les régioaantes (Lét al, 2004).

Un biais de distribution des différentes répétsicast observé, les trinucleotides (ou
TNR pour trinucleotide repeat) étant essentiellani@ralisés dans les ORFs (Youagal,
2000) alors que les mono, di et tétra-nucléotide@uvent principalement dans les régions
non-codantes (Richard et Dujon, 1996¢et al, 2004). La nécessité d’'une non perturbation de
la phase de lecture de 'ORF est probablement nssiide de ce biais d’insertion (Youag
al., 2000 ; Liet al, 2004). On observe aussi que le polymorphismeTéR est plus grand
dans les ORF que dans les régions intergéniqguehdRi et Dujon, 1996) et que selon la
protéine impliquée et I'acide aminé codé les inerst de microsatellites peuvent étre plus
nombreuses et donc certains TNR peuvent étre &as(lYounget al, 2000 ;Li et al, 2004).
Les TNR codant des acides aminés hydrophobes sorexgmple peu rencontrés (Youelty
al., 2000).Tout ceci suggere que les microsatellites, et iqudidrement les TNR dans les
ORF, agissent comme une source de variations ehjaiwn réle dans I'évolution du génome
de la levure.

L’instabilité des microsatellites peut étre expbgu par des phénoménes de
recombinaisons inégales induites par I'apparierdentépétitions de microsatellites ou par le
glissement de la polymérase en cours de réplicéki@mderson et Petes 1992 ; Ayres &ia
al., 1997b ; Wierdet al, 1997). Ce dernier phénoméne se caractériseapgudcession des
événements suivants: l'arrét et la dissociationlalgpolymérase, la dissociation du brin
nouvellement synthétisé et du brin matrice, lagéeistion décalée des deux brins induite par
la nature répétitive de la séquence et la repeskadtivité de la polymérase (Vigueea al,
2001). Suite a la réassociation décalée, une atau@n boucle de bases non appar&sts
créée sur le brin matrice ou sur le brin nouvelleirsynthétisé et conduit respectivement, si
elle n'est pas réparée, a une perte ou a un gaiapaitions (Ayres Siat al, 1997 ;Figure

16). Les mécanismes de réparation des mésalignersemislent beaucoup plus efficaces sur

59



le brin matrice et les délétions indépendammenkadrille de la boucle formée, alors que
pour les additions sur le brin naissant I'efficédite la réparation diminue avec la taille de la
boucle et n'est plus efficace aprés une certaimédi (Tranet al, 1996 ; Ayres Siat al,
1997).

Des mutations dans les génes impliqués dans langoiyation de 'ADN lors de sa
réplication et dans la réparation des mesalignesn@®DN augmentent le taux de mutation
des microsatellites (Ayres s@ al, 2001). Ce taux est aussi en relation avec I'argation
du taux de glissement de la polymérase dont laghibt® de survenue s’accroit avec le
nombre de répétitions et la longueur du microssglTothet al, 2000 ; Siblyet al, 2001).
Ce glissement n’a quasiment pas lieu pour les matailites d’'une taille inférieure a une
dizaine de pb étant donné qu’une séquence delorteeur est probablement requise pour la
réassociation des deux brins apres leur dissosi@ose et Falush, 1998 ; Sildyal, 2001).
On pense gque le glissement de la polymérase agitaedlléle avec I'action de mutations
ponctuelles qui cassent les répétitions en unibkés petites (Kruglyaket al 1998). Cette
dégénérescence crée des motifs imparfaits ce ouinde le taux de glissement de la
polymérase (Petest al, 1997) et on observe que des motifs imparfaitgridacléotides sont

plus stables que les motifs parfaits (Richard goBu1996).

1.3.2.5 MLST, Multi Locus Sequence Typing

Le MLST a été proposé par Maideet al (1998) pour la caractérisation de
microorganismes pathogenes en remplacement d’utieode qui était largement utilisée a
cette fin, la MLEE. Cette derniére se base suraléation indirecte de la variation génétique
de genes de ménage en suivant le polymorphismeuds produits par I'évaluation de leurs
mobilités électrophorétiques. En effet la migratiotienzymes cellulaires durant
I'électrophorése est fonction de leur charge ébstatigue nette et dépend donc de la
séquence d’acides aminés de la protéine. Les vesiatectrophorétiques d’'une enzyme (ou
allozymes) sont sélectivement visualisées apresa@idn et électrophorése des protéines.
Deux bandes d’'une méme protéine refletent la poeseie deux alleles de cette protéine
(Selandeet al, 1986).

Cette méthode capable de détecter 80-90% des tstibsis d’'acides aminés d’'une
enzyme (Selandest al, 1986) est tres efficace pour la discriminati@s douches si un bon
choix de marqueurs est fait et elle est aussi yiber les analyses de génétique de

populations. Mais la principale critique de cettétinode, développée a une épogque ou le
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séquencgage automatisé a grande échelle n’étagmmase disponible, concerne précisément
son évaluation indirecte de la variation génétigbelanderet al, 1986, Enright et Spratt,
1999). Les mutations n’affectant pas la mobilitéc&ophorétique restent donc indétectables,
comme les changements nucléotidiques induits parnoutation synonyme. Par ailleurs, et
méme si la mutation n’'est pas synonyme et quedéa@miné est modifié, la mobilité
électrophorétique de la protéine ne I'est pas foeré et donc des bandes considérées comme
étant un méme allele d’'une protéine peuvent erntévére pas I'étre (Selandet al, 1986 ;
Taylor et al, 1999). De plus la MLEE requiére I'utilisation giusieurs marqueurs, elle est
assez laborieuse et difficilement comparable edifférents laboratoires (Enright et Spratt,
1999).

Pour pallier les défauts de la MLEE et ceux desegunéthodes de typage qui se basent
sur la détection de difféerences génomiques norctaisées, le MLST a été développé. Cette
méthode repose sur le séquencage de fragmentotidicjées de 400-500 pb d’'un nombre
limité de genes de ménage polymorphes pour identiéiurs différents alléles. Le MLST
détecte une plus grande variabilité par rappora MLEE puisque des mutations restées
silencieuses sont mises en évidence (Maieeml, 1998 ; Enright et Spratt, 1999). Pour
chaque locus, les différentes séquences sont assigtomme des alléles différents et pour
chaque isolat, la combinaison des alleles a chémpies définit un profil allélique ou ST
(Sequence Type). Les schémas de MLST se basebhdtsule de génes de ménage au niveau
desquels la variation s’accumule lentement et éigraient donner des résultats plus fiables
pour la déduction des relations phylogéniques.

Le MLST appliqué en premier lieuNeisseria meningitidis été tres largement adopté
pour les études d’épidémiologie globale d’'autrestdrées pathogenes (Enright et Spratt 1999,
Urwin and Maiden 2003, Cooper et Feil 2004). A ti§pe du développement des premiers
schémas de MLST, on pouvait déterminer avec pmtishe séquence de 400-500 pb sur les
deux brins et a l'aide d’'une seule paire d’amoregstte longueur, associée a un nombre
moyen de 7 loci, a souvent été suffisante pourdaedane grande variabilité entre les isolats
bactériens et identifier un grand nombre de gérestyut en permettant I'analyse des
structures des populations. La congruence du MM®T &éa MLEE a souvent été démontrée
et cette méthode de typage est maintenant adopmme la méthode de référence pour un
grand nombre d’organismes pathogenes (Enright @ttSh999).
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I.4. Diversité interspécifique deSaccharomyces cerevisiae

[.4.1 Diversité moléculaire

[.4.1.1 Diversité au sein d’'une méme fermentation

Les études de I'écologie des modts, de la dynamequke la diversité des flores de levures
intervenant dans les fermentations se sont dévéésppavec I'apparition des méthodes de
typage moléculaire que nous avons exposeées. Lanpldps études explorant les flores des
fermentations naturelles s’accordent sur I'obséomatie lacontributionde plus d’'une souche
de S. cerevisiaeet d’'une diversité généralement assez prononcémeltks-ci accompagnée
d’'une dynamique de substitution des souches, pedaprenant le dessus et d’autres
disparaissant (Schutz and Gafner, 1994; Versawdudl, 1995 ; Sabatet al., 1998 ;
Pramateftakiet al., 2000 ; Figure 17). Par exemple en associant le typage par RFLP de
’ADNmt (en utilisant les deux enzymé&Xoal et Hinfl) au typage interdelta (avec les amorces
de Nesst al, 1993) ortrouve dans une méme cuve en fermentation 65 pwdifiérents pour
un total de 103 isolats, 51 pour 59, 74 pour 143@ypour 75 (Pramateftakt al, 2000). En
associant 'analyse des caryotypes avec la rastricte 'ADNmt (EcdRV) pour analyser la
flore de fermentations naturelles en Charentessal@udet al (1995) ont mis en évidence
sept, neuf et cing souches différentes pour uh det@ 1, 48 et 44 isolats analysés. Gramthi
al. (2004) ont trouvé 12 et 8 profils differents d’Aint (Rsd) pour 32 et 20 isolats
respectivement pris de fermentations naturellestadi®. Lopeset al. (2002) ont trouvé 29
profils pour 58 isolats pris de deux fermentatiolesraisins du méme vignoble argentin en
utilisant la RFLP de '’ADNmt avec I'enzymdinfl alors que Sabatet al (1998) ont trouvé
60 et 66 profils difféerents durant deux ans dassfédementations d’une cave espagnole pour
un nombre total de 200 isolats pris chaque annédiksant la méme méthode et la méme
enzyme. On notera que les chiffres cités ci-dessegux qui seront cités par la suite le sont
uniquement a titre indicatif pour donner une idédaldiversité qui peut étre rencontrée. lls
sont a prendre avec précaution surtout pour desdencomparaison notamment quand les
méthodes de typage utilisées et les tailles d’édlmamsont différentes.

Quelgues exceptions a la diversité décrite etdiveention d’'une souche unique dans les
fermentations naturelles ont parfois été not&essuivant des fermentations dans une méme
cave sur une période de 6 ans par les profilsAl2N'mt résultant de la digestion pacaRV,

Vezinhetet al., (1992)ont identifié pendant 4 ans (en isolant 10 souéhebaque fois) un
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méme profil électrophorétique conduisant exclusieenies fermentations, alors que ce profil
était majoritaire une autre année mais indétectalsleleux années restantes ou une diversité
de souches a été observee. Au total, 12 profilDiAt différents ont été enregistrés pour 60
isolats. De méme, Cappel&d al (2004) ont retrouvé dans douze cuves en fermentéd
méme souche qui conduisait les fermentations auehdojs. En comparant les 12 profils
provenant des 12 fermentations différentes (dontradésins proviennent du méme vignoble)
iIs ont uniquement trouvé 3 profils différents essaciant les profils interdelta (avec les

amorces de Ness) et les profils de restrictiodAlBNImt (avecHaédlll et Hinfl).

[.4.1.2 Dominance, minorité dans les fermentations

Au cours de la fermentation on observe généralemeet la plupart des souches
impliquées sont retrouvées dans des proportiorez d&aibles alors qu’'un nombre limité de
souches domine les fermentations a un moment ouaaitne (Vezinhegt al, 1992; Schutz et
Gafner, 1993; Schutz et Gafner, 1994; Sabatd., 1998;Pramateftaket al.,2000; Lopest
al., 2002 ; Figure 17) mais cette tendance n’est pas systématiquemesntemiévidence
(Gutiérrezet al, 1999). Les souches dominantes dont les nombpEstés sont variables, se
retrouvent généralement a des fréquences indivatu@lpprochant les 20 ou 30% (parfois
plus), et les quelques profils dominants constitisEuvent a eux seuls plus de 50% de la
population des isolats ou de la biomasse totalbaigat al, 1998, Gutierrezt al, 1999 ;
Lopeset al, 2002 ; Granchét al, 2003) alors que les souches minoritaires sdraueées a
des fréquences de I'ordre de 5% (Gutiéetal, 1999 ; Pramateftalat al, 2000 ; Grancheét
al., 2003). Pour prendre un exemple, l'identificatpar TADNmt (en utilisantHinfl) de 116
clones deS. cerevisiaeisolés de fermentations naturelles de cépagesduis vignoble
espagnole a mis en évidence 24 profils differentd trois représentaient a eux seuls 70% des
isolats, les 30% restants étant représentés parciny isolats seulement (Naddlal, 1996).

Les souches dominantes peuvent persister touintp de la fermentation ou durant la
plus grande partie de celle-ci méme si leurs tanent, et ce sont en général les souches qui
sont les plus représentées durant la fermentatisesedifférentes étapes qui restent jusqu’a sa
fin, méme si certaines peuvent étre uniquement dantés durant des phases limitées de la
fermentation. Les souches minoritaires apparaisaadé faibles proportions ne persistent
généralement pas longtemps durant la fermentaBabdteet al, 1998 ; Pramateftalat al.,
2000 ; Lope=t al, 2002)
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Il est & mentionner qu'une variabilité est ausssesbée durant les fermentations
naturelles parmi les souches d’especes SamecharomycefPovhe Jemeet al, 2001) ainsi
que I'existence au sein de ces especes de souddtEmpnantes et de souches minoritaires
(Pramateftakiet al, 2000) mais nous ne attarderons pas sur ce patre travail ne

concernant qu8. cerevisiae

1.4.1.3 Facteurs influencant la diversité des souels dans les fermentations

Des pratiques cenologiques comme le traitement lpafication du jus et le type de
clarification adoptée peuvent influencer la divErénterspécifique d&. cerevisiaet changer
la fréquence d’apparition des souches dominantesgtdment ou indirectement en affectant
la macération ou I'oxydation des moUts dans I'un’autre des types de filtres (Epifanat
al., 1999).

Les conditions de la fermentation et la compositdanmodt pourraient aussi influencer
la diversité, ainsi que les interactions entre diféérentes souches et certains facteurs
intrinséques aux souches. Gutiéregzal (1999) ont suggéré que la composition des modts
pourrait affecter la diversité des souches d’'uneéara I'autreGranchiet al (2003) ont par
contre trouvé que la teneur du moQt en azote ds&il@ine semble pas avoir d'effets sur la
diversité deS. cerevisiaelLa température a un effet considérable sur leld@pement des
souches fermentaires et leur dynamique, certaitaag plus ou moins performantes selon la
température. La tolérance a I'éthanol dont la cotraion augmente au fur et a mesure dans
les molts pourrait étre un facteur affectant laissance séquentielle des souches et la
prédominance de certaines, les souches résisetargsplus amenées a dominer vers la fin de
la fermentation (Torijeet al, 2002). D’autres facteurs en relation avec la position des
modts pourraient jouer, comme la présence d’a@ddsaine longue ou moyenne, les souches
les produisant, les utilisant ou les tolérant ddfément, ainsi que la disponibilité des
nutriments, ceux-ci étant aussi produits ou consémdifféeremment selon la souche (Fleet,
2003). Le phénotype killer est généralement redtgedurant les sélections de souches. Mais
la contribution de ce phénotype a la diversité & dominance dans les fermentations n’est
pas clarifiée. Méme si certains auteurs ont trogu&ne majorité de souches dominantes
posséede le phénotype killer alors que les souclsritaires sont toutes neutres ou sensibles
(Versavauckt al, 1995), cette propriété ne confere pas toujoarauantage concurrentiel ou
une garantie d’implantation et des souches domasawians les fermentations peuvent

présenter un phénotype sensible (Epifagiical, 1999). En fait I'expression du phénotype
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killer et son incidence est affectée par diversmwlitions de vinification, par le stade de la
fermentation, par le taux initial de souches kik@nsi que par le rapport entre les taux des
souches killer et des souches sensibles (Vagrioéil, 1993 ; Perezt al, 2001b ; Fleet,
2003). La résistance variable des souches auxsdstgrsses rencontrés contribue aussi a leur
survie et a leur dominance. Une relation a aingitéuvee entre la prédominance d’'une
souche a divers stades de vieillissement des \@nxXétes et sa résistance a I'éthanol et a
'acétaldéhyde (Arandet al, 2002).

[.4.1.4 Stabilité dans les caves

Outre limplication concomitante de plusieurs saeshHa dominance de certaines, et la
dynamique de substitution des souches, on obselwd@puilibre, la succession, la diversité
et l'identité des flores fermentaires &e cerevisiaechangent d’'une année a l'autre, d’'une
fermentation a l'autre et d’'une région a l'autreaiMcertaines souches peuvent néanmoins
étre rencontrées dans la méme cave sur plus dureeaju’elles soient dominantes (a chaque
fois ou occasionnellement) ou minoritaires (FreaerDubourdieu, 1992; Vezinhet al.,
1992; Sabatet al., 1998 ; Pramateftalat al, 2000). Par exemple, 21 profils communs entre
deux années (pour un total de 60 et 66 profil€difits selon 'année) ont été retrouvés par
Sabateet al (1998) par I'analyse de 'ADNmt (enzymidinfl) dans la méme cave en
fermentation. L'un de ces profils était dominars teeux années et présent a tous les stades de
la fermentationDans une des régions étudiées par Pramatedtadi (2000), deux souches
communes ont été retrouvées deux années différdetesleux étant dominantes les deux
années. En étudiant la flore fermentaire dans uémeancave sur 5 ans par leur ADNmt,
Gutiérrezet al (1999) ont retrouvé plusieurs souches communis plusieurs années, leurs
contributions relatives étant variables d’'une anaééutre et 'une de ces souches a été
retrouvée durant les 5 années. Gramttil (2003) ont retrouvé une souche commune a deux
années différentes, dominante une année sur ddugiels caryotypes ont aussi été
retrouvés deux années successives dans la mémearakeezier et Dubourdieu (1992) dont
I'un était dominant les deux annéé&sgure 17). Dans trois caves étudiées par Versaweiud
al. (1995) quatre souches ont été retrouvées perttant ou trois ans, dont deux étaient
dominantes toutes les années et comme il a déjguddauparavant, une souche a été
retrouvée pendant 4 ans dans une méme cave ddlda da la Loire par Vezinhedt al.
(1992).
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1.4.1.5 Diversité des flores a I'échelle de régions

Des études visant a déterminer la microflore deacers zones et régions viticoles sont
conduites depuis longtemps (Poulaetl al, 1980). Les études d’écologie de la flore
fermentaire deS. cerevisiaedans des zones géographiques particulieres ontrénone
présence réitérée de certaines souches a plusedimit dans ces zones et/ou sur plus d'une
année sans que ces souches répandues ou stabt@enidorcément des souches dominantes
dans les fermentations ou elles interviennent.

En collectant 123 isolats de différentes caves al@éfion de Champagne sur une
période de 6 ans, 49 caryotypes différents ontrété&/és dont 4 étaient dominants (I'une ou
I'autre année ou sur plus d’une année) et repramenitde 6 a 24% des souches, les 52% de la
population étant constitués de souches différefksieurs souches ont été retrouvées plus
d’'une année qu’elles soient dominantes a un moch@mié ou pas et 'une de ces souches a
été retrouvée sur les 6 années dans plusieurs cavgs fait penser a une adaptation de cette
souche a la région champenoise. Mais on noteracqtie souche est tres proche de deux
souches utilisées industriellement et isolées tte c@@me région (Vezinhet al, 1992).

En analysant la flore de la région de Charentes d@ncaves situées dans 36 villages,
par I'étude des caryotypes et de 'ADNniCcERV), Versavaucet al (1995) ont trouvé 70
profils différents (pour 420 isolats collectés) ti8b étaient majoritaires. Des souches ont été
retrouvées a plus d’'un endroit dans cette régidiuee d’entre elles était assez répandue et
dominante dans tous les échantillons ou elle aattéduvée. Cette souche a été considérée
comme représentative du terroir de Chareritagute 18).

Plus recemment les résultats de Schudleal (2005) ont eux aussi mis en évidence
I'existence d’'une souche disséminée a I'échelldadeegion portugaise Vinho Verde, en
utilisant la restriction de ’TADNmt avedinfl.

En plus de l'association de quelques souches aagzahes géographiques, I'existence
d’'une certaine structuration des populationsSdeerevisiaeselon leur origine géographique
est parfois notée en effectuant des analyses pyigges de souche caractérisées par des
meéthodes génomiques. Guillamenal (1995) ont pu trouver une certaine corrélatiotreen
I'origine géographique et la parenté de souche#easode plusieurs régions vinicoles
caractérisées par leur ADNmt. Plus récemment, Meztt al (2004) ont aussi trouvé pour
des souches d8. cerevisiagprovenant de trois pays d’Amérique du Sud, undarer
structuration selon I'origine en utilisant 'ana¢ydes caryotypes et de 'ADNnfigure 19).

Mais I'observation d’'une relation entre l'origin€agraphique et la parenté des souches ou
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leur biodiversité n’est pas systématique. C’essiagoie I'analyse des relations phylogéniques
de 'ADNmt des différents isolats trouvés en Chéesrpar Versavauet al. (1995) n’a pas pu
mettre en évidence une corrélation entre la siit@lades souches et leur proximité

géographique.

[.4.1.6 Des souches en relation avec des terroirs ?

On peut supposer que les souctesouvees specifiquement en relation avec desscave
d'une aire géographique particuliere seraient gldéquates a conduire les fermentations
dans les caves de ces régions, leur implantaticiguant une bonne adaptation aux
conditions fermentaires locales (Vezinle¢tal, 1992; Versavaudt al, 1995; Sabatet al,
1998). Les résultats de Martini (2003) semblentsotider cette idée. La comparaison de 286
souches isolées de sources non vinicoles a 53heasusolées de caves vinicoles a montré
une supériorité des souches vinicoles par rappda dgueur fermentaire (concentration
maximale d’éthanol produite), la vitesse de ferrataih (taux de production de G24h) et
la pureté fermentaire (acide acétique en g/l /reithan % v/v). Une nette différentiation a
aussi été observée selon la production de métabdhicétaldéhyde, acétate d'éthyle, alcools
supérieurs et acétoine) entre les deux catégogesodches. L'association avec l'activité
fermentaire conduirait donc a une sélection de lsemiplus adéquates a cette fin que les
souches isolées de sources non vinicoles. Letnad (1996) on trouvé que l'inoculation d’'un
modt avec une souche isolée localement a prodwet expression favorable du profil
aromatique. Il a par conséquent été suggéré detisdleer des souches pour la production
vinicole locale a partir des flores résidentes dimsscaves. Le but serait d’augmenter la
typicité des productions régionales et de pallig@ possible standardisation de la production
vinicole induite par l'utilisation des mémes souchedustrielles, surtout que les souches
autochtones semblent aussi performantes dansdepeasités technologiques que les souches
cenologigues commerciales.

Pourtant si l'existence d’'une pression de sélectimur des caracteres comme la
résistance a I'éthanol, a de fortes concentratersucres ou de S(peut étre concevable,
I'action d’'une sélection pour des souches produiidaa composés aromatiques spécifiques et
typiques du lieu de production I'est beaucoup modestelles caractéristiques ne conférant

pasa priori aux souches qui les possédent un avantage séMatitfini et al., 1996).
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1.4.2 Plasticité transcriptionelle et diversité desprofils d’expression

Dans les milieux complexes que sont les modts ménraplusieurs facteurs de stress
agissent sur les levures. On peut en citer le sstoemotique induit par les concentrations
élevées en sucres, l'utilisation d’agents antinb@ns comme le dioxyde de soufre, la
production d’éthanol résultant de la fermentatibque est toxique pour le métabolisme et la
croissance des levures, le manque de nutrimenss gue les hautes températures dans les
fermentations incontrlées ou les basses tempégruiilisées dans certaines vinifications
pour améliorer la production d’ardmes (Quexbal, 2003).

Plus la réponse aux conditions changeantes damadéss est rapide, meilleure est la
capacité d'adaptation de la levure. La réponse tatap immédiate des cellules d&
cerevisiaea des facteurs de stress, comme la limitationzeteales fortes concentrations en
sucres ou le stress éthylique, se fait principateénai la régulation de I'expression des génes
et l'induction ou la répression de certaines vaiestaboliques (Alexandret al, 2001 ;
Backuset al, 2001 ; Erasmust al, 2003). Alexandret al (2001) ont par exemple observeé
en réponse au stress éthylique, une induction desgémpliqués dans le métabolisme
énergétique, 'homéostasie ionique, I'adressagepdeines et la réponse au stress. Parmi
cette derniére catégorie figurent des genes co@anprotéines Hsp (heat shock proteins)
responsables de la thermotolérance des levures auas répondant a d’autres facteurs de
stress.

La signification adaptative de cette plasticité estore a clarifier et il reste a savoir a
quel point la difference d'expression est tradu@e une expression protéomique et
phénotypiqueMais, selon le stress auxquel sont soumises cegaouches et les conditions
environnantes, une corrélation entre la résistancstress, le comportement fermentaire et
'expression de certains génes a parfois été obser@®n a par exemple trouvé que la
résistance aux fortes concentrations d’acétaldéeydbéthanol chez les levures impliquées
dans le vieillissement des vins de Xérés est amravec l'induction de certaines protéines
Hsp et que cette résistance pourrait aussi étieeral la sélection et a la survie des souches
durant le vieillissement (Arandsat al, 2002). Une corrélation inverse entre la résistaau
stress de souches vinicoles et les arréts de féathmma aussi été trouvée par Ivoetaal
(1999) ainsi qu’une corrélation entre la résistaamgestress et I'induction du gerSP12 1l a
donc été suggéré que la résistance au strese pEifois a I'expression de certains genes,
permet aux levures de garder une capacité fermentgitimale et qu’elle pourrait leur

conférer un avantage sélectif.
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Une différence d’expression entre différentes sesahnicoles accompagne la variation
moléculaire qui les caractérise. L’étude de lastésice a divers stresses et de I'expression de
deux genesHSP12et HSP104 chez 15 souches vinicoles et une souche de lai@raa
montré une différence dans la capacité de résmistales souches testées ainsi qu’une
différence d’expression des deux genes étudiéss Macune relation entre la capacité de
résistance et I'induction d’'un de ces genes n’arétévée (Carrascet al, 2001). En cultivant
7 isolats vinicoles, 1 isolat de chéne apparteaalgspeceSaccharomyceparadoxuset la
souche S288C dans des milieux additionnés ou depeute sulfate de cuivre, Fay al
(2004) ont trouvé des différences d’expressioneetuutes les souches prises deux a deux,
avec un total de 241 génes montrant une différefegression dans le milieu dépourvu de
sulfate de cuivre, 516 dans le milieu contenanttdire et 131 génes différant dans leur
expression entre les deux milieux. Parmi ces teagégories de genes 79, 36 et 56
respectivement, présentaient des différences gigtifes. Townsendt al. (2003) ont trouvé
parmi quatre isolats naturels vinicoles, une défifiie d’expression des genes associés au
métabolisme des acides aminés, a la dégradatioprd&snes, a I'assimilation et I'utilisation

du soufre, une grande partie de cette différenerpiession étant minime.

1.4.3 Diversité phénotypique des souches & cerevisiae

On observe aussi parmi les souches vinicoles unatiea phénotypique importante
incluant des différences de la morphologie desriek) de croissance a des températures
extrémes, de caractéristiques physiologiques (cottutiésation de sucres), de type sexuel,
de phénotype Kkiller, et de capacités technologiqoesme la cinétique de fermentation, la
production de mousse, les besoins en oxygenesistaace a I'éthanol et a d’autres stresses
(Fleet, 2003, ITV, 2003 ; Landrgt al, 2006). Les diverses souches retrouvées dans les
fermentations alcooliques influencent aussi la cositpn chimique et les attributs sensoriels
d'un vin en produisant différentes quantités dedpits secondaires, ce qui fait que la
variation de I'équilibre, de la succession et ddileersité deS. cerevisiagui changent d'une
année a l'autre et d'une région a l'autre entrdirts variations subséquentes des taux de
fermentation et des caractéristiques des vins.

Qu’elles soient des souches commerciales, des es@thochtones isolées de différents
cépages ou différentes souches indigenes isoléase dnéme région, on a trouvé que
différentes souches d&. cerevisiagnfluencent significativement les quantités proesiiet

consommeées d’acides organiques, le contenu enlslsapérieurs, en esters d’acides gras et
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d’alcools supérieurs, en acétaldéhyde, en acidiégae¢ en acétoine, et aussi en terpenes et
autres composés volatils et aromatiques (Luetoal, 1995 ; Aragoret al, 1998, Taillandier

et al, 1999, Uscidda, 2001 ; Majdak al, 2002 ; Romanet al, 2002 ; Romanet al, 2003).
Certaines pourraient aussi étre responsables geafdion de défauts olfactifs dus a la
production importante d’acétaldéhyde, d’acétatahgié, d’'acidité volatile, de S d’'une
importante formation de mousse ou de fermentafiwwmmplétes (ITV, 2003).

En étudiant 52 souches isolées de différents cépaymmancet al (2003) ont trouvé
que les productions d’'acide acétique, d’acétoiheleecertains alcools supérieurs sur modts
du cépage Aglianico étaient variables selon legtses I'isobutanol et I'alcool isoamylique
étant les produits les plus discriminants entrestmsches alors que I'acétaldéhyde, I'acétate
d’éthyle et le n-propanol n'ont pas été trouvesaldes Figure 20). Lurtonet al (1995) ont
eux trouvé, en étudiant 15 souches indigeneS.dmerevisiagsolées de la région de Cognac
et différenciées par I'analyse de leurs caryotygiek restriction de 'ADNmt, un effet trés
significatif de la souche sur la composition destillits de fermentations d’Ugni blanc,
notamment en alcools supérieurs, acétaldéhyde etsters d’'acides gras, bien que ces
souches aient présenté des caractéristiques tegmuaes, comme la vitesse de fermentation,
la production d’acidité volatile et de composésfges) similaires.

Mais on rappellera que la qualité finale du vindépend pas uniquement des levures.
Elle est notamment le résultat de l'interactiomeenelles-ci et la composition initiale du moat
de raisin qui varie d’'un cépage a l'autre. Par elenies cépages Muscatel et Malvasia
différent par la teneur en alcools supérieurs edades organiques et I'influence de la souche
dépend du cépage utilisé et de ses caractéristiguetales (Aragomt al, 1998). Il a aussi
ete démontré que la fermentation de modts de rdsidifférentes origines par une méme
souche des. cerevisiaeonduit a des différences qualitatives et quantéa des composants
du modt (Romanet al,, 2003 ;Figure 21)

Le caractére variétal ne se révéle donc pas taugpontanément car certains cComposés
du modt sont transformés en composés aromatiqudensent par le métabolisme de la
levure. Les composés du molt qui restent inchangés daménleonstituent le bouquet
primaire alors que le bouquet secondaire est ldtedgle la transformation des arémes ou de
I'apparition de nouveaux arébmes. L'activité métaipod de la levure pendant la fermentation
opére a deux niveaux: en produisant de nouveaup@s@s aromatiques ou en en agissant sur
les précurseurs aromatiques déja présents dansoile de raisin et en les transformant
(Romancet al.,2003).
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|.4.4 Relation entre la diversité phénotypique etd diversité moléculaire

La diversité moléculaire des souches 8e cerevisiaeconstitue bien entendu le
fondement de la diversité phénotypique. Méme gulastion des relatives contributions de la
variation de I'expression génétique et de I'évalntdes séquences codantes protéiques a la
variation phénotypique reste poseée, il n'y a padalge que les deux sont responsables de la
variation phénotypique et de son évolution (Ze@D4£, Landryet al, 2006).

La recherche de corrélations entre des traits pipigques et des marqueurs
moléculaires a été initialement développée poursédtection assistée et I'amélioration
génétique des plantes et des animaux et la détediéomaladies génétiques humaines.
Actuellement des kits commerciaux sont méme diggesipour assister la sélection animale
(Dekkers, 2004).

Dans le cas de la levure, certaines études ontipatenmettre a jour des corrélations
causales entre des phénotypes et des marqueursufaoiEs ou des profils d’expression
génétique grace notamment a l'utilisation de ldnedogie des puces. Certains phénotypes
ont par exemple pu étre prédits grace a la vanatie I'expression génétigue, comme la
sensibilité a l'arsenic d’'une souche, sensibiliié g pu étre prédite grace aux profils
d’expression de trois genes de résistance a I'mrg€nownsendet al, 2003). De méme pour
la tolérance a la congélation qui a pu étre prepde I'expression différentielle du gene
AQY?2 (Fayet al, 2004). Aussi, I'analyse par puces a ADN a pemeisorréler la sensibilité
a un herbicide avec le faible nombre de copiesahe UP1 (Dunet al, 2005). Quand a la
résistance au sulfite mise en évidence par uneysmalomparative des transcriptomes de
S288c et de souches vinicoles, elle est liée aiexpression du gene SSU1 résultant d’'une
translocation entre les chromosomes VIl et XVI @deret al, 2001 ; Perez-Ortieet al,
2002).

Marullo et al (2004 et 2006) ont mis en évidence I'héritabildé certains traits
fermentaires, comme la production d'éthanol, d'a&€idiolatile, d’acétate ou de sulfure
d’hydrogéne. Leurs résultats ont montré une gradlidersité des caracteres fermentaires
parmi les descendants d’'un méme parent, la disivilbdes caracteres dépendant de la souche
et du trait sous étude. Mais en dépit de cettersiiée la descendance des souches vinicoles
exhibe globalement une ressemblance avec le pdoentelle dérive ce qui souligne la forte
implication du déterminisme génétique dans I'exilmn des traits phénotypiques
fermentaires. Ce déterminisme associé a l'apparitiéquente de traits améliorés dans les

descendants permet d’entreprendre des schémas lidatién génétique des levures
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vinicoles par croisements et sporulations. Commeetaltefois les causes sous-jacentes a la
diversité phénotypique et relier cette derniereea déterminants moléculaires, surtout pour
des traits quantitatifs souvent complexes, n'est foajours facile. Plusieurs approches de
recherche de QTL (Quantitative Trait Loci) impligugans I'explication de traits quantitatifs
sont utilisées mais les démarches sont encore assgaiquées et elles exigent beaucoup de
temps pour étre achevées ce qui fait qu’'un normadegivement réduit d’études aboutissent a
des analyses complétes allant du trait quantipdt&notypique au repérage et a la définition
des QTL et des QTG (Quantitative Trait Gene) sagsfts (voir par exemple Darvasi et
Pisante-Shalom, 2002 ; Glaziet al, 2002 et Abiolaet al, 2003). Le passage entre le
phénotype et le QTL requiert bien entendu la digteate I'implication de ce dernier puis son
repérage positionnel de plus en plus fin grace sardarqueurs moléculaires. Pour pousser
I'analyse a la détermination du ou des QTG implggdéns I'explication du trait quantitatif, il
faut disposer, en plus des informations positideseld’informations fonctionnelles sur ces
genes.

La réussite de la détection des QTL est cependamdittonnée par plusieurs facteurs.
La variation phénotypique de traits quantitatifsraeffet souvent une origine multigénique,
d’'ou sa complexité. La participation d’'un QTL padiier dépend donc du fond génétique de
I'organisme sous étude et elle est atténuée paplication de plusieurs génes (épistasie). En
étudiant I'héritabilité de la transcription d’'unagid nombre de génes chez la levure, Brem et
Kruglyak (2005) ont par exemple trouvé que pour tlasscrits dont le niveau d'expression
est hautement héritable, la majorité des QTL adeifaibles effets sur la transcription d’'un
géene, et que le pourcentage de la variance dectiptien expliqué par un QTL atteignait les
40% dans le meilleur des cas. La moitié des trasssemblait contrélée par plus de cinq loci,
alors que 3% uniquement dépendaient de I'action daul locus. La participation d'un QTL
peut aussi étre modulée par divers effets commeetaction avec I'environnement. La force
de la corrélation entre un phénotype et un QTLi@aier sera donc déterminée par la
participation relative du QTL en question a la ahiiité phénotypique. De plus, la liaison
physique entre les marqueurs moléculaires servardgparer le QTL et ce dernier, est
essentielle. Elle dépend de la possibilité de rdgoaison dans l'intervalle qui les sépare et
elle est d'autant plus forte que la distance physsigt la probabilité de recombinaison sont
faibles. Pour mettre a jour une liaison significafides preuves statistiguement solides sont
requises ainsi qu’une densité suffisante de margueouvrant la zone ciblée, une taille
adéquate des populations testées et la vérificateora validité de plusieurs hypothéses de

méme que I'héritabilité du caractére étudié.

72



L'utilisation des puces a ADN dans la cartographide repérage des QTL et le recours
a de nouvelles stratégies d’analyses comme la RRi&ciprocal Hemizygosity Analysis)
développée chez la levure (Steinmetal, 2002) ont permis de faire des scans génomiques a
grande échelle et de repérer plus aisément etgiltement des QTL, et de remonter aux
fonctions des QTG et méme aux QTN (Quantitativet Macleotide) fonctionnels a la base
de la variation du trait phénotypique. La ou d’astapproches comme I'analyse comparative
des séquences ou de I'expression génétique onuéches études qui ont eu recours a ces
techniques ont souligné, en méme temps que laelides méthodes habituellement utilisées,
la complexité inhérente a I'architecture des trpti€notypiques quantitatifs et la complexité

gouvernant leur expression en phénotypes (Setlad, 2006).

[.5. Applications industrielles

La diversité des capacités fermentaires et teclyimles des souches 8e cerevisiaa
été mise a profit pour en sélectionner certaineséaant des caractéristiques spécifiques et
adéquates pour la transformation vinicole dansuede les utiliser dans les industries de

vinification.

|.5.1 Sélection de souches

Les variations dans les flores levuriennes obserddgne région a l'autre et au sein
d’'une méme région selon les années conduit a wrelgrirrégularité dans le déroulement des
fermentations et par conséquent a une grande déplans la qualité des vins obtenus par
fermentations naturelles. De plus, des déviatibres anomalies des fermentations conduites
par la flore indigene et reliées au métabolismméataire de levures nddaccharomycesu
de souches d8. cerevisiaégnadéquates étaient souvent observées ainsi gléateur ou des
accidents d’arréts de fermentations ou de fineedaéntations difficiles (Cuinier el al., 1987 ;
Duteurtre et Moll, 1991 ; Egét al.,1998).

La pratique du levurage ou de I'inoculation de $mscsélectionnées pour conduire les
fermentations a été initiée dans le domaine dedaserie et son expansion a I'cenologie s’est
faite a partir des années 70 (Duteurtre et Mol91)our se développer énormément par la
suite. En inoculant, on recherche bien entenduben@e implantation de la souche et pour ce

faire, il faudrait introduire I'inoculum a des talergement supérieurs aux levures indigenes
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résiduelles subsistant apres traitement de la vgedéRibéreau-Gayon, 1993). On peut avoir
recours, au cas ou la souche inoculée ne supgastées non-Sacharomyces, a la régulation
de ces populations grace a deux parametres imp®rténtempérature qui en augmentant au
dessus de 2C favorise le développement & cerevisiaget le sulfitage qui réprime la
croissance des ndpaccharomycede 10 a100 fois, alors que3e cerevisiag sont tolérantes
(Egli et al., 1998). Des souches indigénes $e cerevisiagpeuvent aussi subsister apres
I'inoculation mais généralement a des taux plublési et I'inoculation des modts avec des
souches préalablement sélectionnés a permis deiseailes fermentations alcooliques et
d’assurer des fermentations complétes, régulidrphie uniformes d’'une année a l'autre dans
une méme région (Cuinier el al., 1987 ; Quetahl, 1992b).

On peut aussi éviter par le choix de la soucheddesations aromatiques néfastes ou
méme améliorer la qualité des vins en optimisantéractéristiques d’un cépage déterminé et
en induisant une expression favorable du profihetique (Cuinieret al, 1987 ; Ribéreau-
Gayon, 1993 ; Aragoet al, 1998). Mais dans beaucoup de situations audsriaentation
alcoolique conduite avec la flore indigene donnéales résultats : c’est le cas de la Vallée de
la Loire et du Bordelais, pour la vinification esuge (Cuinieret al, 1987) ou encore de la
Bourgogne. Dans tous les cas l'inoculation inflieeleccomposition chimique des vins (Lema
et al, 1995, Majdalet al, 2002). Des analyses sensorielles de mo(ts feémaaturellement
ou inoculés par des souches pré-sélectionnées enbmue les modts non inoculés ont des
flaveurs différentes de celles des modts inoculésoerélées avec la présence des non-
SaccharomycegEqgli et al., 1998 ;Figure 22). Il reste que la pratique de l'inoculation des

modts assure certainement des résultats fermentaire constants.

1.5.2 Types de levures sélectionnées

On sélectionne des souches en vue de divers usagsslevures utilisées actuellement
dans lindustrie vinicole appartiennent généralemea Il'une ou lautre des
catégories suivantes :

Les levures starter assurent une mise en fermentatcoolique rapide du modt pour
éviter des altérations pré-fermentaires. Ellesesngénéral de bonnes propriétés fermentaires
(niveau d’alcool produit, rendement, faible prodmet de produits néfastes comme
I'acétaldéhyde, le SQle H:S ou I'acide acétique...).
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Les levures pour la reprise de fermentation soiliségs en cas d'arréts ou de
ralentissements des fermentations et sont capdblesprendre des fermentations arrétées a
11-13% d’éthanol (v/v) et de les achever.

Les levures de prise de mousse adaptées a la atiépades levains de tirage et le
levurage des vins de base sont utilisées pourddugtion de vins effervescents et elles ont
des caractéristiques particuliéres (Cuinier el1&87, 1TV, 2003).

Les levures spécifiques sont sélectionnées pouappkcation particuliere et elles sont
destinées a assurer la totalité de la fermentaliomodt tout en étant adaptées aux conditions

particulieres des vins a produire (par exemple émtation a basses températures) ou a

conférer aux vins des qualités aromatiques spéesfdITV, 2003).

[.5.3 Schémas de sélection

Selon le but désiré et la finalité d'utilisation te souche, des tests plus ou moins
complets peuvent étre faits et des caractéristigphes ou moins spécifiques peuvent étre
recherchées. La sélection de souches vinicolesisericore a partir des flores indigenes
puisque I'utilisation de souches génétiquement figeh, bien que non interdite par la loi, et
malgré les opportunités offertes par cette voie¢, eexore difficilement acceptée par les
consommateurs et son effet sur I'environnementeesbre mal évalué (Pretorius, 2000;
Dequin, 2001). Une alternative est offerte par $&mtégies d’amélioration de souches
récemment développées par Marwdtoal (2004 et 2006) qui par des séries d’hybridatieins
de ségrégations, ont pu sélectionner plusieursctgaes fermentaires désirables et les
accumuler tous dans une méme souche.

Nous ne développerons dans ce qui suit que lesmechéclassiques” de sélection.
Ceux-ci passent généralement dans un premier tgrapda constitution d’'une banque
préliminaire de souches qui seront caractériségsiqbgiquement et/ou génétiquement pour
étudier et privilégier la biodiversité et éventaatient assigner des parentés qui pourraient se
retrouver dans les caractéristiques fermentairebieat entendu éviter les doublons. Les
souches retenues seront testées en une deuxiepgeattdaboratoire pour la possession de
certains parametres en mini-vinifications. On é&uds pouvoirs fermentaires des souches et
certains critéres généraux pour assurer une boemeeftation et éviter des déviations
néfastes. On peut quantifier la production de meuks temps de latence, la cinétique de
fermentation, le rendement sucre/éthanol, le pouattoogéne, les sucres résiduels, la

production de S¢ d’acétaldéhyde, de glycérol, d’acide pyruviguacilité volatile. On teste
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aussi éventuellement des caractéristiques pagdiedliliées a un type de vinification donné
(activités pectinolytiques et fixation de compogdisénoliques pour la production de
Beaujolaispar exemple) ou encore pour la production de m&#écaromatiques ou les
capacités de formation de produits secondairesnsgrarticulierement prises en compte
(Duteurtre et Moll, 1991; Lurtoet al, 1996 ; ITV, 2003 Figure 23).

Apres les tests en laboratoire on peut passer tedisspilotes avec les souches soumises
a la pré-sélection pour la production particuli@eulue et faire ensuite des analyses
sensorielles des vins produits (Lurtenal, 1996 ; Uscidda, 2001). Dans tous les cas, les
étapes conduisant a seélectionner des souches @gvr@ire restreintes et facilitées au
maximum dans les laboratoires pour ne tester guaambre limité de souches candidates a la
commercialisation sous forme de LSA.

Pour prendre un exemple de sélection nous cit@étsdé de Queratt al (1992c) qui
ont établi un schéma de sélection de souches dasuvins espagnols de la région alicante ou
les moQts se caractérisent par une teneur ingialgucres et des températures de fermentation
élevées. Le schéma est passé par la recherchectéurf&iller pour ne sélectionner que les
souches produisant la toxine, puis par I'établiss#ng’'un profil fermentaire a I'échelle du
laboratoire en déterminant plusieurs paramétrebntdogiques comme les vitesses de
fermentation, les sucres résiduels, la productiéthdnol ainsi que des paramétres sensoriels
comme la production d’acidités volatile et totale,SQ, et de molécules aromatiques comme
I'acétaldéhyde, des esters et des alcools. Deysasatle discrimination et de classification
des souches ont permis ensuite la sélection dehesueprésentatives de groupes plus ou
moins homogenes et des analyses sensoriellesssuinke produits par les souches retenues

ont permis la sélection d’une souche avec laqueetests pilotes ont été effectués.
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Abstract

295 isolates oSaccharomyces cerevisiaere sampleffom naturally fermenting grape
musts from various locations in Lebanon and typgdnkerdelta fingerprinting. 88 of these
isolates were further compared with oenologicalai®s taken from various countries, using
microsatellites characterisation of six polymorpluci. These approaches evidenced a large
diversity of the natural oenological Lebanese flovar the territory as well as in individual
spontaneous fermentations. Microsatellite typinggested that the Lebanese flora, despite its
diversity, was interrelated. Several cases of damie and perenniality of isolates were
observed. Fermentations taking place in the sanmenes appear to involve lineages of
sibling isolates. Similarly, related strains cowtso be detected in vicinal wineries, but
relationships between geography and strains wemgletely lost as the geographical areas
were enlarged. On the contrary, isolates sampleah flifferent processes appeared related

according to their specific source.

Introduction

Several studies have been devoted to the idenidicaf natural flora of grape musts
and to the dynamics of the species involved in Wareentation. They evidenced the major
contribution ofSaccharomycestrains, generall§.cerevisiagin conducting and finishing the
process (Schutz and Gafner, 1993; Constinél, 1997; Guillamoret al, 1998). This has
been recently confirmed for one of the most anane lees known (Cavalieet al, 2003).

Many S. cerevisiaestrains usually coexist in natural fermentatioBshutz and Gafner,
1994; Versavaueet al, 1995; Sabatet al., 1998; Pramateftakiet al., 2000; Lopeset al.,
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2002). Such a complexity is observed even when srargt inoculated with selected starters,
though natural equilibrium is affected in such saf@uerolet al, 1992; Constantet al.,
1997; Egliet al., 1998, Gangat al, 2004). Several reports have indicated that rabstis
biodiversity is represented by small, subdominamytations whereas a few strains dominate
the fermentation or phases of it (Vezinketal., 1992; Schutz and Gafner, 1993; Schutz and
Gafner, 1994; Sabatet al., 1998; Pramateftakiet al., 2000; Lopeset al., 2002). Several
reports indicate that, in a particular winery omwiproducing area, some strains maintain
themselves over several years (Frezier and DubawyrdB92; Vezinhett al., 1992; Sabatet

al., 1998) and disseminate around these places (Vdzhlad, 1992; Versavaudt al., 1995;
Schulleret al, 2005; Valeroet al, 2005). These observations have brought fortheary
about the possible existence of “terroir specifraias” that may be representative of certain
localities. It is supposed that such strains masehzeen selected by, or have co-evolved with
specific wine making conditions and are thus paléidy desirable for these local productions
(Vezinhetet al, 1992; Versavaudt al, 1995; Sabatet al, 1998).

Most of these ecological studies have concernedgean countries like France, Spain,
Switzerland, Portugal or Greece (Frezier and Dutheur 1992; Schutz and Gafner, 1993;
Versavaucet al, 1995; Constangt al, 1997; Pramateftalat al, 2000; Schulleet al, 2005)
and their majority have studied the vineyard fertimgnflora which does not necessarily
represent the natural fermentations occurring inewes. To our knowledge, no biodiversity
study has concerned the Middle Eastern region wisicdonsidered as one of the cradles of
winemaking. It thus seemed interesting to explbeediversity of the fermenting. cerevisiae
flora of a Middle Eastern country like Lebanon wdevinemaking is an ancestral practice
(McGovern, 2003; Karam, 2005) that is still mained nowadays. A biodiversity study was
consequently conducted for the first time in Lebarto explore the diversity and the
geographical distribution of the indigenous oenadabS. cerevisiadlora and to examine the
possible existence of strains that are specifigaographical areas or to wine type. Since
industrial winemaking in Lebanon is a recent atgivmainly confined to a limited
geographical area, most of the natural flora shdwdde been preserved in traditional
wineries. Besides, assuming a role $rcerevisiaestrains in the development of particular
and characteristic wine traits (Lurtat al, 1995; Romaneet al., 2003), identification of
specific strains in oenological areas may be relevar the future development of wine
making in this country. In order to assess if thisrany specificity of Lebanese strains, we
compared isolates from this indigenous flora toa$ooriginating from different countries. We

turned for our analysis to interdelta fingerprigtiiNesset al, 1993; Legras and Karst, 2003)
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and microsatellite typing (Legrag al, 2005), two robust and easy to implement approaches
which have proved efficient for the differentiatiohS. cerevisiastrains.

Materials and methods

Strains and Isolation: 149 samples of naturally fermenting grape mustsewsmllected
through the years 2000, 2001, 2002 and 2003 frorwii@ries scattered among 51 villages
(Figure 24). The samples were from sweet or dry,(mhite or ros€) wines produced
according to classical methods of fermentation. usts fermented to produce sweet wines
were either concentrated first by drying the grapeboiling the juice, or supplemented with
wine alcohol to leave residual sugar.

Single colonies were isolated from cultures of appate dilutions of the musts, grown
on YPD solid medium (yeast extract 10'gpeptone 10 g, D-glucose 10 ¢, agar 20 g1
and incubated at 28°C. A preliminary identificatiovas done using biochemical tests
according to Kreger van-Rij (1984) and API ID 32€ips (Biomérieux). PCR/RFLP of
ribosomal NTS2 region was used (Nguyen and Gaitllard997) in order to confirm
affiliations. Strains were stored at —80°C in YH{uid medium supplemented with 25%
glycerol.

A total of 295 isolates were confirmed as beBarcharomyces cerevisiaad retained
for biodiversity analysis. Their isolation schemaswas follows. In order to get a large
geographical survey of yeast strains in Lebanongngs located in different villages spread
all over the country were chosen. In the years 289@ 2001 five wineries were studied,
while 69 wineries were sampled in 2002. A singleerevisiagsolate per vat was taken from
these wineries and submitted to interdelta anglgsisept when isolates from the same vat
differed phenotypically, so that a single winery sweepresented by one to six isolates
according to the number of vats sampled.

To estimate diversity within wineries, we retairedo 10S. cerevisiagsolates per vat
sampled in 2002 and 2003 in five more wineries & @as in the five wineries initially
sampled in 2000 and 2001 (see Table 1). Each sttivneries sampled in 2002-2003, each
was thus represented in a given year by 4 to ldtes

To assess the specificity, if any, of the Lebargsains, they were compared to non-
Lebanese isolates. With interdelta fingerprintiegeven commercial wine strains and eight
non-oenological strains were analysed. The commlestiains weré.evuline BRG, Levuline
CER, Levuline CHP, Ceres C2C, Levuline C19, EGS8yuliee FB, Levuline Killer,

80



Montbazin 1 (in this paper MBZ), Levuline Primelavis 522 (in this paper 522D). The
non-oenological strains includéel B 409, CLIB 412, CLIB 413, CLIB 414 and CLIB 415
as well as strains S288C, CBS 1171NT and CBS 19@blé 2). With microsatellites
analysis, 88 Lebanese strains (Table 3a) were cadpa non-Lebanese strains including the
previous eleven commercial strains plus a subse23@fS. cerevisiaenenological strains
characterised by Legras al. (submitted) and originating from different villegand regions
in various countries (Table 3b). A set of 51 stsa(the eleven commercial strains and 40
Lebanese isolates) were analysed in both laboestonhich allowed the definition of

variation intervals for the various alleles of eémtus.

Inter-Deltas Fingerprinting : A standard procedure was used for DNA extractidofffnan
and Winston , 1987). Primers used for amplificatiere those designed by Legras and Karst
(2003), delta 12 (5-TCAACAATGGAATCCCAAC-3) and tta 21
(5’CATCTTAACACCGTATATGA-3’). Amplification reactiors were performed in 2l
mixtures containing Ex-Taq buffer (2mM KgTagara), Ex-Taq (0.75 U), 2QM of each
dNTP, 0.5uM of each oligonucleotide primer and 10-50 ng y&dsA. A 9600 Perkin-Elmer
Cetus thermal cycler was used and the followinggram applied: initial denaturation for 3
min at 95°C, then 35 amplification cycles (95°C 3@s, 45°C for 40s, 72°C for 90s), final
extension step of 5 min at 72°C. The amplificapooducts were separated on 0.8 % agarose
gels in 0.5x TBE buffer. Gels were stained with iditm bromide, visualized and
photographed under UV light. Gel pictunesre normalized using the Bionumerics program
(Applied Maths, version 1.01) and the profiles wehestered using the Neighbor-joining
aggregation method based on Dice coefficient froensame software.

Microsatellites analysis :Six highly resolutive microsatellite loci (Legras al., 2005) were
tested. The loci are YOR267C, YPL0O09c, AAahd C4, C5, and C11 (see Legeisal.,
2005). PCR reactions were performed in2®f Qiagen multiplex mixture on 10-50 ng of
template DNA. Primers were used at the concentratad 0,1uM except those of locus C4
which concentrations were of Qua. The reverse primers were labeled with the flgsoent
dyes VIC, 6-carboxyfluorescein (6-FAM), benzoflumichlorocarboxy-fluorescein (NED)
(Applied Biosystems, Cheshire, UK). The first dyeasvused for loci C5, AATland
YOR267C, the second for YPLO09c and C11 and the flor C4. Amplifications were done
with the following program : 15 min at 95°C, 34 ®g(30s at 95°C, 2 min at 57°C and 1min
at 72°C), and a final cycle of 10min at 72°C befootding at 4°C. Electrophoresis on 2%
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agarose gels was done to check for successful fecapbns. Microsatellite raw data were
analyzed using The Genescan software (Applied Btesys, version 3.7). The different
alleles corresponding to each isolate were compgtggnerate a similarity matrix (according
to Dice coefficient) which was used to generat@aggregation of the isolates by the PHYLIP

software (version 3.6; Felsenstein 2004) accortbrthe Neighbor-Joining method.

Results

Diversity within the natural Lebanese oenological lbra: In order to explore the
biodiversity ofSaccharomyceserevisiaeacross the Lebanese territory, isolates were simpl
in 2000, 2001, 2002 and 2003 from 149 vats of mdljufermenting musts from 79 wineries
in 51 villages (Figure 24). A single winery was mregented by one to 14 isolates according to
the year of sampling, the number of vats presedtth@ number of isolates sampled per vat.
The 295 Lebanese isolates that were retained didy skere confirmed as beir®) cerevisiae
(see Materials and Methods) and distances betwheir interdelta fingerprints were
aggregated according to the Neighbor-Joining mettfidcee construction.

Among the 295 isolates analyzed, 22%hibited a unique interdelta pattern. The
remaining 70 isolates, constituting about 24% eftthtal, shared identical patterns (see Table
4). 63 of these originated from the same winemesinly from the same fermenting vats and
less frequently from different vats (the same ya@athrough different years). Their case will
be discussed later in more detail. The clusterintp® 232 different patterns, including all the
isolates harbouring unique patterns, as well asrepessentative of each identical pattern
originating from the same winery and both represtérés of identical patterns in provenance
of different wineries, is shown on Figure 25. Samily between patterns ranged from 0 to
96.3% according to the binary Dice coefficient ltaspon the presence of common bands.
No clear relation could be observed between clssted geographical origin. However, some
clustering of strains originating from neighbourwwqeries was observed (see below). When
the wine type process was considered, no appalestedng of isolates was observed since
identical or very similar strains (90% and moreyldoindifferently be isolated from dry or

sweet wines (results not shown).

Diversity of the oenological flora in fermenting vas: The frequent occurrence of identical
patterns from the same vats or wineries describedeled us to investigate in more details a

few wineries. Samples of musts were taken at or tleaend of fermentation from one or
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several vats of ten selected wineries (one sangleat for a total of 38 vats; see Table 1 and
Materials and Methods). The interdelta patternghefisolates taken from the same wineries
were compared to each other. In 2003 and/or 2062 ,irathe cases where a single vat was
sampled per winery, four to fourteen isolates wsttedied from one vat. A diversity of
profiles could be observed among these isolates sbutlar patterns were nonetheless
repeatedly observed (Fig 4a). One or two pattereeviound to dominate in 12 out of 13
such vats analysed (see Table 1). The dominarateso(21 for a total of 131 isolates from the
13 vats) represented at least 20 or 30 % of the@khpopulation of a single winery. Four of
them represented 40 or 50 %, and three, 75, 8 @dd6 of the sample (Table 1).

In 2003, 2002, 2001 and 2000 and in 6 out of 7 m@sefrom which several vats were
sampled, similar patterns were observed in theewifit vats of the same winery. The
proportion of these patterns varied between 14 Brth of the winery population. For
instance, in winery MC and in 2002, one patterrregspnted 57% of the sampled population
from three vats (a total of seven isolates) and rea®lated during three consecutive years

from the same winery (see below, Table 1 and Fig6t.

Stability of strains in wineries: The occurrence of the same pattern in winery M@ndu
three consecutive yeated us to look for 7 of the above wineries (inchgliMC) at the
possible perenniality of strains. Two wineries wirkowed in 2002 and 2003, two others in
2001, 2002 and 2003 and three were monitored i®,20001, 2002 and 2003. In 2001 and
2000 one to five isolates were retained per winenyle this number ranged between six and
14 in 2002 and 2003.

In five of the seven wineries the same patterngvi@ind for more than one year (Table
1). In two out of the five wineries (WK and MC), @pattern was found for two consecutive
years. In both cases this pattern was dominanhguhe two years, representing in the first
winery 75% of the 2002 population and 80 % in 2088] in the second winery 57% of the
2002 population and 100% in 2003. In this last cdge pattern had been already detected in
2001 where only a single strain had been testegli(€i26b). Non dominant patterns were
also repeatedly found, like in wineries HY and A emh two and four isolates were
respectively detected for two consecutive yearslewh winery M one pattern was found for

two non consecutive years.

Winery and geographic vicinity effects on strain réatedness :Global comparison of

isolates evidenced repeatedly clusters of two oremsolates originating from the same
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wineries, either taken the same year or througfergifit years, and to a lesser extent from
different wineries of the same village (e.g. foe thllage WK, wineries a, b and c; see Figure
25). Most of these strains were closely relatedh wimilarity scores above 90%. Out of 122
cases of strains sharing such similarities (exagdiO0% idendities), 25 cases corresponded
to strains isolated from the same wineries, 2atates from different wineries but in the same
village and 31to isolates originating from villages found with8® Km and in the same
altitude ranges. Among the seven cases of identsmhtes in provenance of different
locations, one concerned wineries of the samegallgANa/AND), three concerned wineries
from vicinal villages found within a range of 30 K(BSa/BTa and A/M within 5Km each
and AL/ DL within 25 Km) and three were of wineriegated in more distant villages (JB/Q,
Sa/TA, WKb/Ta).

We looked more closely at two pairs of vicinal ages found within a range of 5 Km
(M and A, B and WK). A clustering of isolates frothese locations and from different
wineries of village WK was observed in the globamparison (Figure 25) and one common
interdelta pattern was found between wineries A BhdA larger number of isolates was
consequently analysed (see Table 1) from a singileryin the villages A, M and B, while
for the village WK and in addition to the isolatefswinery WKa presented in table 1, isolates
from two additional wineries, WKb and WKc, were luimted in the comparison. The isolates
from M and A (Figure 27) were clearly clustered ading to their provenance and a
common strain was found at both locations (isolMi® = isolate A17 in table 1). For B and
WK, the clustering was less apparent but nonetbghessent. We further observed that the
clustering was not only related to wineries bubadtsthe village, since a grouping of isolates
from different wineries of WK was observed. Thessutts show that, in some geographic
areas extending over at least 5 km, wine fermemtatiay be predominantly conducted by a

set of related strains over several years.

Comparison of Lebanese isolates with floras of divee origins: Our observations of

interdelta patterns indicated a winery effect omadegical strain relatedness but did not
address the question of the possible existencespéeific Lebanese flora. We thus wanted to
assess next whether Lebanese strains represergpdcHic cluster of strains, genetically
distinguishable from strains isolated in other gat the world. Clustering of the interdelta
fingerprints showed that this was unlikely: elevamological strains isolated outside from
Lebanon as well as S288C, CBS 1907 and CBS 1171&€ wscattered within the Lebanese

isolates and did not cluster separately exceptdonmercial strains that seem to be clones or
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derived from each other like 522D, K1 and CER orRFCHB and C19 (Figure 25). On the

contrary, five non oenological strains (CLIB seyiésolated on different non-oenological

substrates clustered in two separate groups, $yrenggesting that they are more related to
each other than to oenological strains.

In order to confirm the result of the non-spectfiof the Lebanese flora on a larger set
of oenologicalstrains and by a different method, we used theasatellite typing method of
six polymorphic loci which were previously shown forovide discriminatory and
reproducible results while revealing relatednesS.oferevisiaestrains (Legragt al, 2005).

88 Lebanese isolates were chosen harbouring diffeye identical interdelta patterns and
originating from different villages, from differemtineries of the same villages, from different
vats of the same wineries or from the same vatbl€Taa). They were compared287 non-
Lebanesavine strainsoriginating from different villages and regionsdifferent countries as
well as tostrain S288C (Table 3b).

Microsatellite typing confirmed most of the congtrss reached when using interdelta
fingerprinting. Oenological floras from all regiomsd countries including Lebanon were
found to be extremely diverse within and betweea tountries, showing no clustering
according to wine type or geographical origin. lhcauntries or regions studied, the most
frequent observed effect was the “winery effe@s it was very common to find clusters of
two or more strains originating from the same wyn@&esides, strains coming from different
sites of the same villages and limited geographiegions were found related, though this
grouping was not obvious for all the sampled regiand not systematic for all the isolates
from a given region, possibly reflecting samplinash Isolates from different wineries
geographically close to each other in either Als&@es du Rhéne or Nantes were related.
On the other hand, for countries like Spain whemdaites came from locations scattered all
over the country, no clustering other than thatcdins from the same winery was found.

Surprisingly however, some clustering of LebaneBairs isolated from different
wineries was observed (see Figure 28). This cligferas rather broader (in terms of the
number of strains involved and of the geographéceh concerned) and more frequent than
what was observed for other countries. Clusteriag wot related to the provenance of the
isolates within the Lebanese territory, meaning tha wineries involved were not necessarily
vicinal. This suggests that according to micrositgetyping, the Lebanese flora, though
diverse, is interrelated. The only other obsenaedd clusters were of strains originating from

Alsace. But unlike the Lebanese isolates, thesacs strains all originated from a narrow
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geographical area and the largest Alsacian clustelved strains related to the commercial

strain EGS initially isolated from Alsace.

Discussion

While most large-scale biodiversity studies havenceoned vineyards floras, we
assessed in this study the genetic diversity ofSheerevisiad_ebanese fermenting flora
representative of natural fermentations. A pronednbiodiversity was revealed between
wineries dispatched across the territory with batherdelta and microsatellites analysis. This
observation is in line with previous reports on isamsurveys done on wineries of the
oenological region of Charentes in France (Versdedal, 1995).

The diversity of the oenological flora that we alveel over the Lebanese territory
reflects a diversity that exists within single femations since various interdelta patterns
were encountered in the same fermenting vats wipnedominance of few patterns. These
observations also meet several studies (Veziahat 1992; Versavauet al, 1995; Egliet
al., 1998; Redzepoviet al., 2002).

It further appeared that isolates circulate withineries and contaminate different vats,
which occurs very easily even if care is takenrevpnt such contamination (Egti al, 1998;
Beltranet al, 2002). Some of the strains seem to reappeaineri®s over several years like
again as observed with other floras (Saledtal, 1998; Gutierrezt al, 1999; Pramateftalat
al, 2000).This, along with the observation of winery speciiiatterns, supports the idea of
winery related lineages conducting the fermentatidinese lineages might originate from the
winery itself or from the vineyard, a question wid dot address. Nevertheless, dominant
strains do not seem necessarily more prone tovaand colonize as was proposed earlier by
Versavaucet al (1995), since perennial strains were not alwaysidant in our studies.

On a larger scale of vicinal wineries, some isalatere found to be related which could
reflect spontaneous contamination from one locatmthe other by insects, birds or human
related activities. Even if we detected siblinglases rather than true redundant ‘“terroir
strains” like Versavauet al (1995), which might be due to differences in dscriminatory
powers of the methods used, our observations rhegstconcerning the scattering of related
strains over a limited geographical area, and dlss bf observable strain relatedness over a
larger range.

Microsatellites analysis suggested that a spekcdlzanese group could be distinguished

from non-Lebanese oenological strains, unlike whais assumed from the results of
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Interdelta fingerprinting. This discrepancy may sbly reflect a sampling bias, since a larger
number of non-Lebanese isolates from diverse gebgral origins was included in the
microsatellite study. No other wide clustering adoog to geography was seen for other
countries unlike what was observed by Martie¢zal (2004). It is however unclear in this
last study whether the isolates were sampled wiglaich country over a broad geographical
area or on the contrary originated from vicinaldtons. In the last case, a “winery effect”
could be responsible of the observed clustering taeddisagreement with our results. The
clustering of the Lebanese flora which is ancediragraset al submitted) might be the
result of a rather confined evolution of this flaevay from extensive exchange of genetic
material from other floras from the time of itsstiitnvolvement in winemaking.

Neither interdelta nor microsatellite analysis segjgd any link between wine type and
strain relatedness, suggesting that oenologicedslare close regardless of the wine process.
On the other hand and according to interdelta amgalyhe Asian non-oenological strains
seemed more related to each other than to Lebdrekes. This agrees with previous
conclusions on the clustering 8f cerevisiaetrains according to the thriving media (Fay and
Benavides 2005; Ayoubt al, 2006; Legra®t al, submitted) which exert specific selective

pressures leading to a differential evolution & lineages involved.
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Introduction

Identification at strain level of Saccharomyces cerevisiae is

Abstract

Aims: To assess suitability of Multi Locus Sequence Typing (MLST) for investi-
gating the biodiversity of wine yeast strains. This method was compared with
established ones like microsatellite analysis or amplification of genomic regions
flanked by repeated (delta) elements.

Methods and Results: DNA fragments were amplified and sequenced for 26
loci representing housekeeping genes, open reading frames (ORFs) of unknown
functions or intergenic regions. A set of seven loci was tested on 84 Saccharo-
myces cerevisiae strains, including 65 strains isolated from traditional wineries
in Lebanon, commercial wine strains and Asian isolates. An overall sequence
diversity of 2:05% was observed, consisting of single nucleotide polymor-
phisms, 60% of them occurring in a heterozygous state. The number of poly-
morphic sites per locus varied between 4 and 14. The same set of strains was
analysed by microsatellite typing on six polymorphic loci and by interdelta
amplification.

Conclusions: Clustering of MLST profiles clearly differentiated the Asian group
of strains from Lebanese and European commercial strains that appear closely
related. The current MLST scheme appears less discriminatory (92:27%) on
closely related wine yeasts than microsatellite or interdelta typing (>99%).
Significance and Impact of the Study: MLST is a highly reliable method for
relatedness inference and promising for wine yeast typing.

immunocompromised patients is also an essential feature
for understanding the epidemiology of pathogenic strains
of this species (Zerva et al. 1996; McCullough et al

a prerequisite to study diversity of this species and to
monitor population dynamics during food product fer-
mentations (Nadal et al. 1999; Pulvirenti et al 2001,
2004; Lopes et al. 2002; Granchi et al. 2003; Cappello
et al. 2004). It is also useful to select strains for their use
as pure cultures, a practice that is widespread in baking,
brewing and wine-making industries where strains con-
tribute to product character (Dequin 2001; Romano et al.
2003; Cocolin et al. 2004). Unambiguously characterizing
clinical isolates that can be responsible for infections in

© 2006 The Authors

1998).

Many methods were developed and applied for such
purposes. Methods like karyotyping based on chromo-
some length polymorphism, or mitochondrial DNA poly-
morphism are the most widely used (Querol et al. 1992;
Versavaud et al. 1995; Nadal et al. 1996; Comi et al. 2000;
Lopez et al. 2001), but they can be cumbersome and
Several polymerase
(PCR)-based techniques were proposed, like random
amplified polymorphic DNA (RAPD) associated or not

time-consuming,. chain  reaction

Journal compilation © 2006 The Society for Applied Microbiology, Journal of Applied Microbiology 100 (2006) 699-711 699
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with restriction analysis (Quesada and Cenis 1995; Perez
et al. 2001) or with sequencing (McGrath et al. 1998),
amplification of introns of the mitochondrial gene COXI
or using intron splice site primers (de Barros Lopes et al.
1996; Lopez et al. 2003), amplification of genomic regions
using primers associated with delta elements of retro-
transposons (Ness ef al. 1993; Legras and Karst 2003), or
fingerprinting of microsatellite markers (Gallego et al
1998; Hennequin et al. 2001; Legras et al. 2005). Even if
such techniques are easily applied, they do not always
ensure a reliable level of intraspecific discrimination, nor
do they always permit easy handling of large numbers of
isolates. Finally, some of them face problems when it
comes to interlaboratory comparisons (Baleiras Couto
et al. 1996; Perez et al. 2001).

To avoid some of these limitations at least, we tried to
develop a Multi Locus Sequence Typing (MLST) scheme
for S. cerevisize. This method has been widely used in
global epidemiology studies for the identification of bac-
terial pathogens (Enright and Spratt 1999; Urwin and
Maiden 2003; Cooper and Feil 2004) since its first des-
cription in 1998 (Maiden et al. 1998). Databases are
already available via the Internet to permit the compar-
ison of allelic profiles (AP) of newly identified isolates
(http://www.mlst.net/, 2005). Based on direct sequence
data of alleles from different polymorphic loci, MLST has
the advantage of being highly reliable. It thus permits
high-throughput data generation and easy sharing of
results between laboratories while minimizing the possi-
bility of errors resulting from local experimental condi-
tions. Recent examples of application of this technology
to vyeasts have been reported in Candida albicans
(Bougnoux et al. 2002, 2003, 2005; Tavanti ef al. 2003;
Robles et al. 2004), where strain clustering using MLST
has become a technique of choice. MLST thus appeared
as a method worthwhile to test for strain discrimination
in the S. cerevisiae taxon.

Here, we propose a MLST scheme based on the com-
parison of APs obtained from the combination of data
from 400 to 600 bp regions of seven polymorphic loci.
We evaluated the capacity of the method to differentiate
between S. cerevisiae strains originating from different
geographic locations, and to assess their genetic related-
ness. As a control, we compared its efficiency with more
conventional methods like interdelta and microsatellite

typing.

Materials and methods

Strains used in the study

Eighty-four S. cerevisiae strains were subjected to MLST

M.-J. Ayoub et al.

oenological strains used in western countries, five Asian
strains and three reference strains (S288C, CBS 1171NT
and CBS 1907) were analysed. The Lebanese isolates were
initially taken from samples of naturally fermenting musts
from scattered geographical Lebanese locations. Samples
were taken from wineries found in different locations,
from different wineries of the same villages, or from
different vats of the same winery. The provenance of the
65 Lebanese strains, the year of isolation, as well as
the sampled wine type are detailed in Table 1, along with
the origins of the commercial and Asian strains and their
AP determined in this study.

Choice of loci and primers

A total of 26 loci was initially tested in order to choose
an adequate set for MLST analysis. The loci ATFI,
ATP10, FLOI1, MET4, RPN2, BUD3, SRI1, GDHI1, STE50,
NUPI116, SPC72, SLF1, MSB2, DSE2, CHS5 and YRMI1
were chosen on the basis of their relative nucleotidic
sequence conservation between S. cerevisiae and closely
related species of the sensu stricto group, Saccharomyces
bayanus and Saccharomyces paradoxus. For this purpose,
amino acid sequences of the reference strain S288C, of
S. bayanus and of S. paradoxus were retrieved from the
SGD database (http://www.yeastgenome.org/, 2005) and
aligned. Regions showing different levels of sequence con-
servation were chosen and further similarity comparisons
of the DNA regions to be amplified were performed with
the Gcg software (Wisconsin Sequence Analysis Package,
version 10.3, see http://www.accelrys.com/bio). Open
reading frames (ORFs) of unknown functions were also
tested: YBLO81W, YER140W, YNL095C, YDR102C, in
addition to intergenic regions between HXT10/AUAIL,
BSC5/YNRO70W, APPI1/YPT53 (this last being named
IntAY in the present study), as well as genes containing
introns: RPL34B, RPL35A, RPS9A. Several couples of 18-
to 20-mer oligos were designed for each locus, using the
pRIMER 3 program (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/;
Rozen and Skaletsky 2000). While being themselves in
conserved regions, primers were chosen so as to amplify
variable regions of the loci over 400-600 bp. After asses-
sing polymorphism of a number of isolates at these loci,
seven loci were retained for further use. They are shown
in Table 2 along with their primers, the expected ampl-
icon sizes and the percentage nucleotide identity between
S. cerevisiae and S. bayanus and S. paradoxus of the
expected amplicon.

Amplification conditions and sequencing

PCR amplifications were performed with a 9600 Perkin-

analysis. Sixty-five Lebanese isolates, 11 commercial Elmer Cetus thermocycler (GMI, Ramsey, MN, USA) in
© 2006 The Authors
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Table 1 Origins of the isolates

MLST of Saccharomyces cerevisiae

Table 1 Continued

Isolate Winery* Wine type Year of isolation APt Isolate Winery* Wine type Year of isolation APt
Lebanese isolates M21 MC White 2001 DST3
1 JB Red 2002 ST2 Caz2 RC Red 2000 ST21
4 MC Red 2002 DST3 Cab MC Sweet 2000 ST2
6 MC Sweet 2002 -1 Ca7 MC Red 2000 ST21
8 MC White 2002 DST3 Casg MC Unknown 1993 ST40
10 KFb White 2002 ST4 Cail2 M Red 2000 ST6
11 KFb White 2002 ST5 Ca13 WKa Red 2000 ST6
13 KFa White 2002 ST6 Ca 14 TZ Red 2000 DST26
14 KFa White 2002 ST5 Ca23 M Unknown 2000 DST27
18 KFa White 2002 ST4 D2 Db White 2000 DST28
20 EE Red 2002 ST6
21 EE Red 2002 ST6 Strain Country ST
23 R Red 2002 ST6 . .

, Asian strains
52 E\ gzze 5885 SDTSZW CLIB 409 Sugar cane Vietnam DST33
26 A Red 2002 578 CLIB 412 Sake ‘ Japan ST34
7 AL White 2002 <19 CLB 413 Fermented rice China ST35
28 RA Sweet 2002 <T9 CLIB 414 High-sugar food Japan ST36

) CLIB 415 Fermented rice Taiwan ST37
29 RA White 2002 ST6
32 DL Red 2002 ST9 Strain Reference/source ST
33 DL White 2002 STe
34 DL White 2002 DST10 Commercial strains
35 DL Red 2002 STe Levuline BRG UP30QYS5 (isolated in Bourgogne) DST29
36 EH Red 2002 ST9 Levuline CER Isolate of Davis 522 STe
37 EH White 2002 ST9 Levuline CHP CIVC8130 (isolated in Champagne) DST30
38 EH Red 2002 ST4 Ceres C2C INRA Narbonne STe
39 EH White 2002 DST11 Levuline C19 INRA Colmar/Montpellier DST30
40 T Sweet (boiling) 2002 ST9 EG8 INRA Colmar -
41 T Sweet (boiling) 2002 ST6 Levuline FB GLO 806 (Oenofrance) DST31
42 Q White 2002 ST4 Levuline Killer GLO 522 K (Oenofrance) ST6
43 B White 2002 ST6 Montbazin 1 ST9
44 WKa Sweet (boiling) 2002 ST2 Levuline Primeur GLO 7447 (Oenofrance) DST32
45 WKb Red 2002 ST6 Montrachet, Davis 522  University of California, Davis ST6
46 WKb Red 2002 ST5
47 WKb Red 2002 $T6 Strain Source Country ST
48 WKb Red‘ 2002 DST12 Other strains
49 WKc White 2002 ST6 $238C Plant USA ST
>0 Wie Red N 2002 o1 CBS 1171NT Beer The Netherlands DST38
51 Ka Sweet (boiling) 2002 DST13 CBS 1907 _ _ DST39
52 Ka Sweet (boiling) 2002 ST14
23 Ka White 2002 sT15 *For the Lebanese isolates, the names of the wineries represent the
>4 Kb White 2002 sT16 initials of their localities. When two different wineries are located in
55 Kc Red 2002 DsT17 the same village, their initials are followed by small letters to differen-
57 D Sweet (boiling) 2002 ST6 tiate between them.
61 BZ Red 2002 ST18 tAllelic profile (AP) which can be a sequence type (ST), or a diploid
63 HA White 2002 DST19  sequence type (DST).
64 HA White 2002 DST19 +Not determined.
66 BCa White 2002 ST20
67 BCa Sweet 2002 ST6 25 or 30 pl reaction mixtures containing Ex-Taq buffer
68 BCa Red‘ 2002 sTe (2 mmol ! MgH; Taqara), Ex-Taq (0625 U),
69 BCb White 2002 S121 200 umol 1" of each ANTP, 0-5 umol I'" of each oligo-
;? ?DC; \é\gzge ;883 ggg nucleotide primer and 10-20 ng of yeast DNA. After
73 Da Red 5002 DST24 denaturation at 95°C for 3 min, four amplification cycles
74 Da Red 2002 STe (95°C for 30s, 60°C for 30 s, 72°C for 90 s) were fol-
104 KE White 2002 DST25 lowed by 30 more cycles (95°C for 30 s, 55°C for 30 s,

© 2006 The Authors

72°C for 90 s) and a final extension step was carried out
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Table 2 Primers and amplicons retained for the MLST study

M.-J. Ayoub et al.

Systematic Expected Percentage identity with Saccharomyces

Locus name Sequences 5-3" amplicon sizes bayanus/Saccharomyces paradoxus

ATF1 YOR377W CAGATTGCCGCTCACAAC 401 80-3/89-5
AAATGCTTGGTGCCAGGA

MET4 YNL103W CGAGGATAAGCCGAGCAA 395 71-1/82-4
GCGCATCCACTCCATTGT

RPN2 YILO75C CGGCCGTCAAGAGTTAGC 397 82:6/91-4
TATCATGGCAGCCTGACG

NUP116 YMR047C AAGCAACTGTCACCAACACG 501 74-2/85-8
CTTCCCCATCGTTCTTTGAG

STE50 YCLO32W CATCTGCGAAATTGCAAGAA 503 81-1/92-4
ATCCCCATAGCAAATGACCA

YBLOBTW YBLOBTW TACCGCAGTTTGAAGCTCCT 501 79-5/86-8
GGAGAACTGCGTCTGGTTGT

INtAY* TCGCAGAATTAGGGAGAAGT 600 65-2/78-4
ACTTCCCGACAGCAGATTC

*Intergenic locus between ORFs APP1 and YPT53 (YNLO94W and YNLO93W)

MLST, Multi Locus Sequence Typing; ORF, open reading frame.

at 72°C for 5 min. The success of the amplifications was
monitored on agarose gels. Sequencing of the amplified
fragments was performed from both ends, resulting in an
almost completely double-stranded sequence.

Sequence and data analysis

The cce (Wisconsin Sequence Analysis Package, version
10.3) and sEQUENCHER (Gene Codes Corporation, Ann
Harbour, MI, USA, demo version 4.2) software were used
to align and to compare the isolate sequences with the
reference sequence of strain S288C. Disagreements were
all visually inspected on both strands to make sure that
they reflected real polymorphisms and not sequencing
defined as the
occurrence of two different peaks at the same position,

errors. Heterozygosities, concomitant
were observed. Presence or absence of alleles at all detec-
ted polymorphic sites was encoded into binary data so as
to express homozygosity by the combinations (0,1) or
(1,0) and heterozygosity by the combination (1,1). A
bootstrap analysis was carried out using SEQBOOT pro-
gram of the puyLIP package (version 3.6; Felsenstein
2004) and the resampled data were used to generate pair-
wise comparison matrices of strains with the XLSTAT soft-
ware (version 6.1.8, Addinsoft, Brooklyn, NY, USA) using
the dice coefficient. Neighbor-Joining trees and a subse-
quent consensus tree were then built with the Neighbor
and Consens programs (pHYLIP package). Similar cluster-
ing was obtained by analysing raw sequences and building
distance matrices with p~xapisT program of the payLIP
package (results not shown). The APs of the strains,
obtained by the combination of the different alleles at all
tested loci, are referred to as sequence types (STs) or dip-

© 2006 The Authors

loid sequence types (DDSTs) when they include hetero-
zygosities. The discriminatory power of the method was
determined according to the numerical index of Hunter
and Fraser (1989). Distances between Asian, Lebanese and
commercial strains populations were computed using
Nei's distance (GENDIST — PHYLIP package) based on allele
frequencies calculations (the alleles of a locus being the
APs found for it).

Interdelta and microsatellite fingerprinting

The 83 strains and S288C were subjected to analysis with
the two methods. The conditions for interdelta finger-
printing were those described by Legras and Karst (2003),
with slight modifications in the amplification programme.
Amplifications were carried out in 25 ul mixtures using
Ex-Taq enzyme of Tagara (0:75 U), 0:5 umol I of each
oligonucleotide primer and 10-50 ng template DNA.
Electrophoresis of amplified products was run in 0-8%
agarose gels (0-5X TBE). Analysis of the gels was carried
out with the BronuMERICsS software (Applied Maths, Sint-
1.01).
analysis was carried out using the six polymorphic loci
SCAATI, SCYOR267C, YPL009c, C4, C5 and CI11 as des-
cribed by Legras et al. (2005). Reverse primers were
labelled with the fluorescent dyes 6-FAM, NED and VIC
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Primers were

Martens-Latern, Belgium, version Microsatellite

used at the concentration of 0-1 umol 17 except for locus
C4 (02 umol I™") and amplifications were performed as
follows: 15 min at 95°C, 34 cycles of 30 s at 95°C, 2 min
at 57°C and 1 min at 72°C, with a final step of 10 min at
72°C. The Genescan software (Applied Biosystems, ver-
sion 3.7) was used for microsatellite data analysis. For

702 Journal compilation © 2006 The Society for Applied Microbiology, Journal of Applied Microbiclogy 100 (2006) 699-711

96



M.-J. Ayoub et al.

both methods, tree construction was performed using
the Neighbor-Joining method (dice coefficient) with the
BIONUMERICS software for interdelta and puyLIP software
for microsatellites. The discriminatory powers were deter-
mined as for MLST.

Results

Genetic diversity

After analysis of the sequences for the 84 strains with
seven loci (Tables 1 and 2), two strains were finally exclu-
ded from the comparison and from the calculations of
the parameters relevant to the MLST scheme. The com-
mercial strain EG8 that generated two amplicons from
locus YBLO81W, and one Lebanese isolate that carried an
insertion of 27 bp at the intergenic locus IntAY. The
strains that were found identical by all three methods (i.e.
4, 8 and M21 sharing DST3, 41 and 45 sharing ST6 and
CER and K1 also sharing ST6 — see Table 1 and Figs 2
and 3) were considered as clones of the same strain and
thus only one isolate was retained for the calculations of
the parameters involving strain numbers.

Sequencing results for the 82 remaining strains for the
seven loci that were retained (Table 2) revealed 62 poly-
morphic sites for a total of 3013 bp (15 nucleotides were
discarded from the 5’-end of each amplified strand to
ensure a faithful reading of the sequences, as well as a
region of microsatellite repeats in locus YBLO81IW), thus
showing a sequence diversity of 2:05% (Table 3). All
mutations were base substitutions except for a hetero-
zygous point deletion in IntAY found in strains Clib 414,
Clib 415 and CBS 1907. Heterozygosities could be detec-
ted in approximately 60% of the sites (Table 3).

At each polymorphic site, a single nucleotide change
was observed, and a given site could be homozygous for
either possibility, or heterozygous. In general, for any
polymorphic codon triplet, only one mutation was detec-

Table 3 Sequence diversities

MLST of Saccharomyces cerevisiae

ted. Only two exceptions were observed, at loci STE50
and YBLO81IW. In both cases, two possible mutations
were recorded, one being synonymous and the other not,
while the combination of the two associated mutations
vielded the same amino acid change as the nonsynony-
mous mutation. About 58% of the 48 nucleotide poly-
morphisms that were found in the five coding loci and
YBLO81W were nonsynonymous (Table 3).

The combination of the sequences obtained with the
seven loci and for the 82 strains resulted in the distinc-
tion of 39 APs in addition to the one of the reference
strain S288C that was unique (Fig. 1). Of the 39 differen-
tiated profiles, 22 were DSTs and 17 were STs. Twenty-
eight profiles were represented by a single strain (20 DSTs
and eight STs) while the remaining profiles were shared
by 2 (ST8, DST19 and DST30) to 22 (ST6) strains.
Twenty-four strains were heterozygous for at least one
site. The assignment of the APs to the different strains
can be found in Table 1.

Little variation is observed in the Lebanese strains

Twenty-six polymorphic sites were found in the sequences
of the Lebanese strains, 16 of which were heterozygous,
and the proportion of polymorphic sites per locus varied
between 0-54% (ATFl and RPN2) and 1-48% (NUP116)
with an average of 0-81%. If we exclude five of the seven
sites at NUP116 where divergence from S288C sequence
was found in all Lebanese strains, the average proportion
of polymorphic sites falls to 0:65% and the most variable
locus becomes YBLO8IW with a diversity of 1:01%. These
proportions were observed with 61 Lebanese strains (three
clones being discarded beside the insertion carrying
isolate) while only five Asian strains yielded diversities
ranging between 0-42% (NUP116 and STE50) and 2-28%
(IntAY) with an average of 1-17%. The global diversities
per locus within all the strains varied between 0-84% and
2:69% (Table 3).

Size of examined Sequence Number of Number of Number of nonsynonymous

Locus amplicon* diversity (%) polymorphic sites heterozygous sites amino acid change

ATF1 371 2-69 10 6 5

MET4 365 2-46 9 5 5

RPN2 367 1-36 5 3 4

NUP116 471 2:54 12 9 7

STES0 473 0-84 4 4 3

YBLOS1W 3967 2:02 8 5 4

IntAY 570 245 14 5 NR

NR, non relevant.

*30 bases of the sequences were discarded from the examination to ensure a clear reading of the chromatograms

+A microsatellite repeats region was further discarded for this locus

© 2006 The Authors
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For each of the seven loci, one AP was more frequently
encountered than the others, and was shared on average
by approximately 73% of the strains. Except for locus
NUPI116, this AP was either that of S288C at the consid-
ered locus, or the one closest to that of S288C. The
majority of the Lebanese and commercial strains (averages
of 81% and 61% of the strains respectively) shared these
profiles. For the Asian strains, some profiles were also
more abundant, but these were different from the above-
mentioned and were shared on average by approximately
63% of the Asian strains. After the global classification of
the strains, ST6 was the most represented AP and was
shared by 33% of the commercial strains, and 28% of the
Lebanese strains.

When considering the discriminatory powers of the dif-
ferent loci, we observed that the lowest values are gener-
ally found with the Lebanese strains (Table 4). Within the
cluster of the Lebanese and commercial strains (Fig. 1),
cases of APs differing only by a single homozygous or
heterozygous polymorphism were observed and it seemed
that strains sharing these APs were very close because
they shared similarities (determined according to dice
coefficient) varying between 84% and 99% with an aver-
age of 93% while similarities between Asian APs varied
between 75% and 95% with an average of 86%.

Clustering reveals a divergence of the Asian strains

Of the 62 sites of polymorphism, 37 were found in the
Asian strains of which seven were shared between them
and the Lebanese strains. Half of the remaining 30 sites
were Asian-specific in our sample, while 11 were specific
to Asian strains and to strain CBS 1907, and four were
shared between Asian strains, CBS 1907, CBS 117INT
and Primeur. Only eight of the 26 sites found in the
of the were exclusively
Lebanese while the rest were shared between Lebanese

sequences Lebanese isolates
and the other strains from different origins. The five sites
of systematic divergence with the reference sequence
found for the Lebanese strains at locus NUP116 were also
found in the commercial strains but not in the Asian
strains, and for two of them, not in the strain CBS
1171INT. Two other sites of systematic divergence with
5288C sequence were found at loci STE50 and IntAY, but
this time in all strains. Finally, six sites were only found
in the sequences of the commercial strains Primeur and
BRG, and of the strains CBS 1171NT and CBS 1907.
Consequently, Asian strains that share specific muta-
tions were more related to each other than to Lebanese
or commercial strains and formed with strain CBS 1907 a
very robust divergent cluster (with a bootstrap value of
100 for 100 resamplings, Fig. 1). The similarities they
shared with the Lebanese isolates varied between 51% and

© 2006 The Authors
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71% (with an average of 61%). On the other hand, the
commercial strains did not seem to cluster separately
from the Lebanese isolates. Indeed some of them shared
the same APs as Lebanese strains (like MBZ, C2C, CER,
Killer and Davis 522; see Fig. 1). While Asian strains ten-
ded to appear genetically isolated from Lebanese and
commercial strains with Nei's distances of 45 and 1,
respectively, European and Lebanese strains were much
more related (distance of 0-06).

Contribution of loci to discrimination

The contribution of the seven loci to the final classifica-
tion was not related to their individual discriminatory
power, or to the number of APs per locus, or to their
observed sequence diversity. For example (Tables 3 and
4), locus ATF1 that seemed the most polymorphic locus
did not lead to any additional differentiation of APs in
the global classification; it just contributed to a reorgani-
zation of the APs inside the clusters. NUP116, despite a
diversity of 2:54%, distinguished only between seven APs
because of its sites of systematic divergence found in
Lebanese and commercial strains. MET4 and I[ntAY were
the most discriminating loci. RPN2 and STE50 were the
only loci that did not differentiate between Asian strains,
and STE50 was the only locus where Asian strains shared
APs with three Lebanese strains.

Congruence with interdelta and microsatellite analysis

The discriminatory power of our MLST scheme was of
92:27% while the discriminatory powers of interdelta and
microsatellite fingerprinting reached 99-90% and 99-84%
respectively. Most of the strains that were found identical
by interdelta and microsatellite typing shared identi-
cal MLST profiles, but many strains that were found
identical by MLST were differentiated by either one or
both of the two other methods.

For example (see Figs 1-3) strains M21, 4 and 8, which
originated from the same winery and shared DST3, were
confirmed to be identical by the three methods. In ST6,
strains 41 and 45 that originated from different locations
were found identical with the three methods. The same
was seen with Levuline Killer and CER that appear thus
to be clones of the same strain although commercialized
under different names, while the strain Davis 522 was
found identical to them with MLST and very close by
interdelta and microsatellite typing. This was also the case
of strains 33 and 35 (ST6), isolated from the same winery
and found related with interdelta and microsatellites.
Strains 63 and 64 originating from the same winery were
identical by MLST (DST19) and microsatellite analysis
and related by interdelta typing. Of three Lebanese strains
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sharing ST21, strains 69 and Ca2 were very close by inter-
delta and microsatellite analysis. The Lebanese strain
Ca23 (DST27) was found, with the three methods, very
close to the cluster of the strains C19, CHP and FB,
which suggests that it could be a derivative of a commer-
cial strain. These three commercial strains seemed very
related, CHP seemed identical to FB with interdelta, and
identical to C19 with MLST. Strains 36 and 37 (from the
same winery) were identical with MLST (§T9) and micro-
satellites and very close with interdelta. Strains 32 and 27
were identical to each other with MLST and interdelta
but not with microsatellites. They were also identical or
related to 36 and 37 (ST9) with MLST and interdelta,
respectively, while with microsatellites only strain 32
seemed close to strains 36 and 37.

© 2006 The Authors

In a few cases, however, MLST appeared equally or
even more discriminant than the two other methods.
Strain 39 (DSTI11) was found identical to strains 36
and 37 with microsatellites but different by the two
other methods. Strains 1 and 42, isolated in separate
locations, seemed identical with interdelta but different
with MLST and microsatellites. Strains 25 and 28, isola-
ted in separate locations, shared identical microsatellites
and related interdelta profiles, but were clearly different
by MLST.

Even though cases of similarity or relatedness were
found between strains originating from the same wineries
(example: strains 67 and 68 — see Table 1 and Figs 1-3)
or villages (example: strains 69 and 70), no particular and
clear grouping of the Lebanese isolates according to geo-
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~ —_— | M214-8"
1 ————% _ cusas LB 414"
—AI " Ca8
_— CLIB 409*
73 $288C*

52 CLIB 412* Figure 2 Interdelta classification of the 84
BRG*46 CLIB 413* studied strains according to Neighbor-Joining

| — 49 . aggregation with dice coefficient. The labels
I_|—|_ 18 CBS 1171 of the Asian and commercial strains as well
_|_10 c19* as those of the Lebanese strains cited in the

graphical origin or to wine type was found with any of
the three methods.

The divergence of the Asian strains from the Lebanese
and commercial strains was less obvious by interdelta
and microsatellite fingerprinting than by MLST, both in
terms of clustering or of presence of specific interdelta
bands or microsatellite alleles (results not shown). None-
theless, they were grouped in two clusters with interdelta
fingerprinting, while with microsatellites only the strain
Clib 412 was differently positioned from the rest of the
strains.

© 2006 The Authors

Tl CHP-FB*
Ca23*

Results, are indicated on the tree by (*).
522D, Strain Davis 522; K1, Levuline Killer.

Heterozygosities were found at all six microsatellite loci
in proportions ranging between 12% (locus C4) and 29%
(YPLO09c) of the isolates. Of the 24 heterozygous strains
found with MLST, 17 were also found heterozygous for
at least one microsatellite locus while 14 additional
heterozygotes were observed. With both MLST and
microsatellites, a total of 40 nonhomozygous strains was
found of which 27 Lebanese strains (approximately 42%),
nine commercial strains (the only exception was Levuline
C2C and strains K1 and CER considered as clones of the
same strain) and the strains Clib 409, Clib 413, CBS 1907
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522D, Strain Davis 522; K1, Levuline Killer.

and CBS 117INT. Cases of occurrence of three or four al-
leles were recorded for locus C4 in strains 34, 53, 74, Clib
409 and CBS 1907. This last strain had also three or four
alleles at loci ScAAT1, C11 and C5.

Discussion

Our aim was to test the suitability of MLST for S. cerevisiae
strain typing in order to devise a reliable and discriminat-

© 2006 The Authors

ory method that would facilitate data exchange between
laboratories. The results reported for the diploid yeast C.
albicans were encouraging and heterozygosity contributed
to the development of a highly discriminating scheme with
only a limited number of polymorphic loci and sites, which
is very convenient for typing large numbers of isolates
(Bougnoux ef al. 2002, 2003; Tavanti et al. 2003).

For S. cerevisae oenological strains, 26 loci were prelim-
inary checked including housekeeping genes, ORFs with
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Table 4 Results obtained with the loci used in the study

M.-J. Ayoub et al.

Discriminatory power (%)

Number of AP Number of globally

Locus per locus differentiated AP Global Lebanese strains Asian strains Commercial strains
ATF1 11 0 306 157 90 417
MET4 10 11 48-8 409 70 417
RPN2 8 5 260 97 0 22:2
NUP116 10 7 45-6 316 90 417
STES0 10 3 52-7 353 0 72:2
YBLOBTW 10 2 42:2 273 40 639
INtAY 18 10 683 589 100 69-4

AP, allelic profile.

unknown functions, genes containing introns and inter-
genic loci. The genes were unrelated and the loci were
scattered on different chromosomes to avoid marker link-
age bias. Several assays of amplification with varying
temperature stringencies, and preliminary sequencing of
few strains for the loci, allowed the selection of a set of
seven loci (Table 2).

The sequencing results with our MLST scheme showed
an index of diversity of 2:05%, which was higher than
previously reported (approximately 0-3%) in a study on
the genetic diversity of 14 S. cerevisiae strains (Winzeler
et al. 2003). In this last study, values were deduced from
hybridization data on microarrays, and not from direct
sequencing: such an approach may underestimate the real
polymorphism because it yields, at a non-negligible rate,
false-negative hybridizations. In C. albicans, the pro-
portions of variable nucleotide sites for MLST schemes
with seven or six housekeeping genes were higher than
the values we observed, reaching approximately 3%
(Bougnoux ef al. 2002; Tavanti et al. 2003). The locus
RPN2 was tested in both yeasts species (although analysed
regions were different), and a diversity of 3-6% was recor-
ded for C. albicans (Bougnoux et al. 2002) while it was of
1-26% for S. cerevisiae.

MLST schemes usually rely on the use of housekeeping
genes where variation accumulates relatively slowly and
tends to be selectively neutral. Such genes are under puri-
fying selective pressure and are expected to yield more
reliable data for inferring genetic relationships than genes
under positive selection pressure. Limited variations were
recorded in our set of loci, and little additional resolution
seemed to be achieved by adding new ones. In an attempt
to be more discriminative and to see if the choice of the
markers was the limiting factor, we complemented our
scheme with possibly more variable loci. In this way, we
aimed at maintaining a low number of markers in the
scheme so as to facilitate data acquisition and handling.
More variation in the genome of S. cerevisiae was repor-
ted to occur in intergenic regions and among ORFs with

© 2006 The Authors
708

unknown functions (Winzeler et al. 2003). We thus added
to the scheme the hypothetical ORF YBLO81w and the
intergene IntAY (between ORFs APP1 and YPT53).

While YBLO81IW was not very polymorphic and did
not contribute much to further resolution, IntAY lead to
the distinction of one of the biggest number of APs. This
suggests that more discriminating MLST schemes could
be developed, but it cannot be presently stated that inter-
genic regions would be more useful to this end than
housekeeping loci, because locus MET4 was the most dis-
criminating locus.

With a discriminatory power of 92:27%, our MLST
scheme with the seven loci seemed less discriminating for
typing S. cerevisiae strains than the two other methods,
interdelta fingerprinting and microsatellite analysis which
had of  99-90% 99-84%
respectively. These results may appear to contradict those
reported for MLST schemes developed for other organ-
isms-like C. albicans, where very high discriminatory
powers of 99:6% and 99:7% were obtained (Bougnoux
et al. 2002; Tavanti et al. 2003) and where MLST schemes
were ranked amongst the most discriminating methods
used for typing C. albicans (Robles et al. 2004). For the
Lebanese isolates, more resolution was achieved with
interdelta and microsatellite analysis and many isolates
having the same APs in our MLST typing scheme har-
boured patterns
profiles. Two nonexclusive interpretations of this discrep-
ancy can be proposed. The first assumes that delta ele-
ments and microsatellites, which are highly mutable and
rapidly evolve in the genome (Tautz 1989; Gabriel et al.
1996), are intrinsically more prone to variation in S. cere-
visiae than in C. albicans. For instance, there are less act-

discriminatory powers and

different interdelta and microsatellite

ive retroelements in C. albicans than in S. cerevisiae
(Goodwin et al. 2003). A second reason may be related to
the set of markers and methodology chosen in our case
for comparing the methods. The primers that we used for
interdelta amplifications (Legras and Karst 2003) were

optimized to yield more bands and more discrimination
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than the primers of Ness ef al. (1993) that have much less
resolutive power. For instance and based on the data of
Schuller et al. (2004), the primers of Ness et al. (1993)
yielded a discriminatory power of 80% (according to our
calculations) while those of Legras and Karst (2003)
reached 99-6% for the same set of unrelated S.cerevisiae
strains. In addition, our interdelta results take into
account all amplified bands and not only the bands
<15 kb like Legras and Karst (2003). This might have
further contributed to the high discrimination obtained.
Similarly, the loci chosen for microsatellite analysis were
described as being very polymorphic (Legras et al. 2005).
Finally, typing
appear highly discriminant in S. cerevisiae, these methods
may symmetrically be less useful in shedding light on
strain
obtained with MLST were congruent with interdelta and
microsatellite fingerprinting for strains that seemed clo-
sely related, but they allowed a better distinction between

while microsatellite and interdelta

relatedness for the same reason. The results

Asian and Lebanese or commercial strains (Figs 1-3).
MLST could thus be more useful for inferring relation-
ships between isolates of different origins. Combining the
results of two robust methods-like microsatellite typing
and MLST may prove useful in future studies to build
more robust biological trees.

Indeed, our MLST results suggest that the Lebanese
strains could be more related to each other and to
European commercial strains than to Asian strains which
mapped clearly in a separate cluster. This is in accordance
with the genetic distances calculated with these three pop-
ulations, although our sample was clearly biased towards
Lebanese strains. The fact that no obvious grouping of
the Lebanese isolates was observed, whether in relation to
geography or to wine type, probably reflects close related-
ness of all strains of Lebanese origins together and with
European commercial strains. The discriminatory power
of our scheme fell from 92:27% to 90-65% when applied
only to the Lebanese strains that constituted 78% of all
the isolates studied here. Their large contribution to the
analysed sample is likely to have lowered the global dis-
criminatory power of the scheme. In a similar way, the
resolutions of C. albicans schemes fell from 99-6% for
unrelated isolates to 95-6% for related pairs of isolates
(Robles et al. 2004).

Several theories were proposed to account for the
evolution and adaptation of oenological strains. The
genome theory stipulates that
strains, appearing after sporulation of already estab-
lished heterozygotes that have accumulated mutations
in their genome, can produce new homozygote diploids
more fit and capable of overtaking and replacing the
parent heterozygotes (Mortimer 1994). Other
authors suggest that clonality and mitotic recombina-

renewal homothallic

et al.

© 2006 The Authors
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tions might be more relevant to the evolution of these
yeasts (Puig et al. 2000). Our results do not distinguish
between both propositions, but clearly suggest that
Lebanese autochthonous strains are distant from Asian
strains and close to European strains, probably reflect-
ing the unlikely introduction of genetic material from
Asian strains into the Lebanese territory.

Sequence-based techniques-like the MLST approach are
still promising for more applications to typing. Different
levels of discrimination may be reached by selecting more
or less variable gene sets. The scheme in its actual form is
promising for differentiating between isolates from differ-
ent origins and seems more useful in inferring relatedness
of isolates.

Note added in proof

While this study was revised, a publication by Fay and
Benavides (2005) reported an MLST analysis of S. cere-
visiae strains of diverse origins. In agreement with our
conclusions, these authors showed that oenological strains
from different geographic origins display little diversity
but differ markedly from sake strains or strains of envi-
ronmental origin.
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Chapitre IV
Utilité des trois méthodes moléculaires pour
le typage et la construction phylogenigue
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IV.1 Introduction

Puisque la comparaison des trois méthodes de typdgpendantes utilisées dans notre
étude a montré des limitations liees a chacunded’'adt des incohérences entre elles (voir
Ayoub et al, 2006 / chapitre Ill), nous avons exploité leswues obtenues pour les 82
souches typées et nous avons procédé a un jumdkegedonnées des trois méthodes
moléculaires dans le but de comparer les réswiass produits avec ceux générés par chaque
méthode prise individuellement. L’arbre obtenu desbrte prend en compte un plus grand
nombre de margueurs moléculaires qui se caraatérige plus par des vitesses évolutives
différentes. Ceci devrait donner, et a défaut dagarer des génomes entiers, une image de la
parenté entre les souches plus compléte, plusesetiplus proche de la réalité que celles

données par les arbres obtenus par I'une ou I'agseméthodes.

Toutes les données ont été transformées en dobiréeses (0,1), que ce soit les SNP
trouvés avec le MLST ou les alleles des loci miatelites (les differents nombres de
répétitions) ou les bandes interdelta. Les arbeeNe@lghbor Joining ainsi que le bootstrap ont

été généres avec le logiciel PHYLIP comme décrisdayoubet al (2006) / chapitre IlI.

IV.2 Jumelage des trois méthodes moléculaires

Les résultats du jumelage sont montrés darfigglae 32. En les comparant avec les
méthodes prises individuellement, nous pouvons ,vaiomme attendu, que les
rapprochements solides entre souches sont retroXeagtres rapprochements moins solides
sont mieux regroupés et certaines limitations l@éebaque méthode sont gommeées. Nous ne
rentrerons pas ici dans les détails des résul@atset arbre-la mais nous notons qu’il est
évident que des clusters déja solides selon lebaués individuelles le soient aussi avec le
jumelage. Les moins fortes solidités d’'autres elisssont soit améliorées, soit maintenues.
Mais globalement nous pouvons remarquer qu’'un nembn négligeable de regroupements
ont des valeurs de bootstrap faibles, ce qui pitiuétae lié au nombre de marqueurs
utilisés qui est finalement assez faible. Nous dmens néanmoins que par rapport aux
autres constructions phylogéniques de cette éaidaéme si I'arbre du jumelage n’est pas le
plus solide ou le plus informatif dans I'absolut agore est le plus fiable et le plus utile pour
la construction phylogénique ainsi que pour le ¢gppour les raisons citées plus haut. Mais

c’est aussi l'arbre le plus difficile a obtenir. tCGabre sera considéré dans les analyses qui
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suivent comme la référence en fonction de laquiegte comparaisons seront faites. La
discussion sera faite ultérieurement pour les nithondividuelles et combinées et certains
aspects abordés dans Ayaetlal (2006) / chapitre Il seront repris ou développgésus nous

limiterons a tirer de cet arbre les observationisgivent.

IV.2.1 Correspondances avec les conclusions obtesueselon les méthodes

individuelles

Le jumelage des trois méthodes permet de rejoiledreonclusions globales mises en
évidence par les différentes méthodes ce qui segpés les erreurs qui peuvent entacher les

méthodes individuelles ne conduisent pas a detatsaberrants.

L’absence de clustering selon le type de vin pénat @érifiée dans ldigure 33. Une
différentiation aurait particulierement été attemdantre les vins produits a partir de modts
concentrés en sucres et des modts non concerdrésistance au stress osmotique pouvant
jouer un réle important dans la sélection de sosicdmaptées a fermenter dans de telles
conditions (lvorreet al, 1999). L’'absence d’un tel clustering pourraieé&ue a I'adaptation
de la majorité des souches libanaises a la ferti@mtalans des conditions de stress
osmotique vu le recours courant a ce type de featien dans la plupart des caves et en
parallele avec la production de vin sec. Alterrattient 'absence de clustering pourrait étre
expliguée par le fait que les parties du génome mugs avons examinées ne sont pas
associées ou liés a des loci associés a la rasesganstress osmotique.

L’absence de clustering selon la géographie egffédt winery” peuvent étre examinés
dans lafigure 34. Nous pouvons en effet voir qu’en dehors du ragpement entre des
couples de souches provenant des mémes caves, éewsmvillages ou de zones
géographiques restreintes, il n'y a pas de rapgmemt systématique d’un grand nombre de
souches en provenance des mémes localités, commestd souligné dans Ayoudd al

(soumis) / chapitre II.

IV.2.2 Souches commerciales et flore indigene

Nous pouvons voir dans fegure 32 qu’un cluster de souches libanaises est apparenté

aux souches commerciales CHP, FB et C19, pluscphéiement la souche Ca23 et, avec des

108



valeurs de bootstrap plus faibles, les souches gdegeclones), 34, 73, 104, D2 et Ca8, ce qui
n’était pas toujours clair avec les méthodes imtliglles. Cette parenté devrait étre confirmée
par I'analyse d’'un nombre plus grand de marqueS8iselle s’avérait réelle, elle serait
relativement surprenante vu la préservation présudecla flore indigene de contaminations
commerciales et il serait utile de vérifier 'usidition de ces levures industrielles dans les
caves concernées. En effet, tous les sites d’ogagshes ont été isolées, et bien que certains
soient éloignés géographiquement, ont pu a un mbmea un autre (mais en dehors de nos
campagnes de prise d’échantillons) avoir recourdesurage avec une ou plusieurs des
souches commerciales impliquées, probablement obsea partir d’un fournisseur commun.
Ceci semble indiquer une implantation des souchesnwerciales qui pourraient
eventuellement évoluer ou se mélanger a la flodéggéme pour s’adapter aux conditions
fermentaires locales (par exemple la souche 4 dtaitinante et stable au cours de plusieurs
années dans sa cave d’origine). Valab al (2006) avaient trouvé que les souches
commerciales ne s’implantent pas définitivement sdés vignobles et n’affectent par
conséquent pas la flore indigene. Nos observasensblent les contredire ou alors indiquer
une implantation des souches dans les caves addguignobles, mais nous ne pouvons pas,
selon I'échantillonnage que nous avons conduitaf@irpdes fermentations), choisir entre ces

deux suppositions.

Outre la mise en évidence de la parenté des soaonawerciales C19, CHP et FB, nos
résultats confirment la parenté des souches CERZD rapportée dans la littérature (ITV,
2003) et montrent que la souche K1 (Levuline KiberGLO522K) est identique a la souche
CER. Bien que la souche Primeur soit utilisée corsme&che cenologique, il apparait qu'elle
est proche de souches non vinicoles comme c’esi &igas pour les souches CBS 1907
(origine inconnue) et CBS 1171 (isolée de biérajai a la souche S288C, lorsqu’elle n’est
pas utilisée comme racine de I'arbre (en notantlgneacinement est artificiel et imposé par
le format de sortie du logiciel PHYLIP), elle apgirplus proche des souches non vinicoles
que des souches vinicoles, conformément aux résulia Fay et Benavides (2005). Les
résultats de Aat al (2006) / chapitre Ill montrent par contre qu’edist proche de souches
isolées sur des grappes. Par ailleurs le traiteohemtséquences amplifiées avec le MLST de
la souche EG8 ont mis en évidence un chevauchemeestquences apparemment différentes
pour le locus YBLO81w. Cette observation pourrajpindre la nature supposée hybride de
cette souche (Bidenret al, 1992), possiblement ent® cerevisia@tS. kudriavzevicomme

d’autres souches cenologiques commerciales (Bradialy 2006).
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IV.3 Utilisation des méthodes individuelles pour la construction phylogénique :

comparaison entre elles et avec le jumelage

On pourrait lier l'utilité dapplication d'une métde de typage a des analyses
phylogéniques, a sa capacité de grouper séparatasritolats peu ou pas apparentés et de
regrouper entre eux et selon leur degrés de pamedgédsolats trés apparentés ou modérément
apparentés. Les degrés de parentés que nous gonsigé@r la suite sont définis par rapport a
la classification jumelée des trois méthodes qui pEse comme référence. Les

caractéristiques des méthodes sont résumées daihdelau 9.

IV.3.1 Les souches trés apparentées

La congruence avec le jumelage et la correspondante les classifications des
méthodes prises individuellemeritigures 29, 30 et 31 de Ayoubet al, 2006 / chapitre 1l1)
ont varié selon la méthode considérée mais ell@ontipalement concerné les souches trés
apparentées, plus particulierement les coupleseswgtoupes de souches solides (selon le
jumelage) dont la congruence entre les trois mé&h@ldéja été discutée dans Ayatlal
(2006) / chapitre lll. Ceci montre que du fait defdrte parenté de telles souches, les effets

d’ambiguités (qui seront discutées plus loin) a8 méthodes moléculaires sont affaiblis.

IV.3.2 Les souches modérément apparentées

Par contre, les relations entre souches moins apfgas sont plus ou moins occultées
quand on utilise 'une ou l'autre des méthodesjuemontre la limitation de la recherche de
parenté basée sur une méthode moléculaire unigas. dus pouvons observer qu’en dépit
des faiblesses, des clusters plus ou moins graledpl(s de deux souches) et plus ou moins
solides sont retrouvés avec I'une ou l'autre dethodes. Considérons par exemple le cluster
qui regroupe les souches 4, 104, 34 etc...jusqu'a @akeur de bootstrap ~45 selon le
jumelage des trois méthodes). Nous pouvons voiil giést retrouvé dans son intégralité
avec aucune méthode et qu'il est divisé en diveus-groupes. Mais a chaque fois quatre a
cinqg des dix profils formants ce cluster sont reges entre eux. Un autre cluster regroupant
les souches 33, 35, 71 et 74 (valeur de bootstap6)l est divisé en deux groupes avec les
microsatellites et avec le MLST qui ne discrimiras gntre trois de ses souches (ST6) mais il

est retrouvé dans son intégralité avec les intixsleUn troisieme cluster, moins solide cette
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fois, délimité a une valeur de bootstrap de 20 (moliiquée sur la figure) et regroupant les
souches 1, 42, Cal4 etc...jusqu’a la souche 18,\@sédn 3 ST en MLST (ST2, 26 et 4) et
dispersé en plusieurs profils ou couples non appese avec les interdeltas et les
microsatellites. Mais dans ce cas, la faible coagce est attendue du fait de la faible solidité
du cluster. Plusieurs autres exemples de petitapg®o plus ou moins solides de trois ou
guatre souches sont dans les méme cas de figuoséxp

Les trois méthodes présentent des faiblesses wis-@e cette question pour des causes
sous-jacentes différentes. L’évolution par mutai@onctuelles (telle que visualisée par les
SNPs) est beaucoup plus lente (de I'ordre dégdr génération; Taylor et Fish@Q03) que
celle de loci variables comme les microsatellite&*(10° mutations par génération pour des
motifs poly(GT) et poly(G) (Henderson et Petes, 2)98u 7¥10° & 5*10° pour les loci que
nous avons utilisés (taux de mutation calculé @&sple taux de glissement estimé par
Kruglyak et al, 2000). L'examen de I'accumulation de SNP, paligzement dans des genes
de ménage, devrait donner une vision plus procheégelution globale du génome de la
levure. Dans ces genes les mutations qui s’accurhulevraient étre principalement des
mutations sélectivement neutres et leur taux diacdation devrait de ce fait ne dépendre que
du taux de mutation. L'inclusion de plusieurs de @i qui pourraient avoir eux aussi des
“horloges moléculaires” spécifiques (voir par exgle Aaet al, 2006) devrait donner une
vision plus solide. Mais du fait du faible pouvdi discrimination du MLST, des risques de
saturation si les souches ont anciennement divengégu contraire de la faible variabilité
entre les souches cenologiques pour les loci que awans choisis, de fausses parentés

peuvent étre prédites par cette méthode.

Par contre, les éléments delta qui peuvent étrdiqogs dans des réarrangements
génomiques ainsi que les microsatellites qui, ds,phutent assez facilement par glissement
de polymérase lors de la réplication, subissentladesorte une évolution rapide et se
caractérisent par une grande variabilité qui pewer une vision erronée de la parenté entre
les souches. Tout en rappelant que les méthodéedasir I'analyse des interdeltas et des
microsatellites adoptent des systéemes d’analyséfratits (uniquement de grandes
différences de taille sont par exemple observéeagetd’'agarose avec les interedeltas), nous
pouvons remarquer néanmoins qu’un risque d’homapkaste avec les interdeltas ou des
bandes de méme mobilité éléctrophorétique peuvepas étre homologues et les similitudes

établies entre souches pourraient de ce fait @étmnées.Aussi, des alleles microsatellites
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identiques (en nombre de répétitions) peuventt@riés d’'un méme ancétre ou étre obtenus
indépendamment, ce qui fausse la parenté établiewubase. Mais I'utilisation de plusieurs
loci devrait diminuer les effets de telles erre@%st ce qui a probablement lieu dans notre
cas pour nos souches apparentées dans cette cmopaed c'est ce qui explique les
correspondances qui sont quand méme trouvées miglgréiblesses des méthodes. On
pourrait aussi, dans le cas de l'utilisation d’'unéthode de caractérisation basée sur des
microsatellites, ajouter au schéma des loci ayasttdux de mutations plus bas que ceux que
nous avons utilisés et qui donneront une meilldiatalité d’estimation des distances entre

individus moyennement éloignés (tel que dans Legfra$ soumis)

IV.3.3 Les souches peu ou pas apparentées

La différenciation des souches non-cenologiquessdashes cenologiques (trés solide
avec le jumelage) est bien visible avec le MLSTaas avec les deux autres méthodes. Pour
de telles souches qui ont pu évoluer sans échayaexiques entre elles, I'accumulation de
SNP donne une image claire et plus proche de lkrgince génomique. Par contre avec des
marqueurs dont la variation est grande, les risgl@seurs dont nous avons parlé et qui
conduisent a assigner de fausses parentés, oeffdesamplifiés lorsqu’il s’agit de souches

trés distantes.

IV.4 Utilisation des méthodes individuelles pour laypage

L'utilité d’'une méthode de typage est principaletl@¥e a sa capacité a différencier des
isolats trés apparentés (et par conséquent modetr@nh@on apparentés). Mais il est aussi
important qu’elle soit reproductible et fiable eind capable d’identifier sans ambiguités une
méme souche dans des échantillons indépendantscdrastéristiques des trois méthodes
moléculaires examinées sont variables vis-a-visedeexigences. Elles sont résumées dans le

tableau 9.

IV.4.1 Interdeltas et Micorsatellites

Comme souligné dans Ayouit al (2006) / chapitre 1l les typages interdeltas et
microsatellites ont montré une grande capacité iderichination des isolats cenologiques

libanais ou non-libanais ainsi que des isolats aemologiques, ce qui montre que ces
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méthodes sont adéquates pour le typage. Cette atl#igau typage est liée a la variabilité et
au polymorphisme de ces marqueurs qui détectertedtait de petites différences entre

souches méme trés apparentées.

L’amplification interdelta souffre en théorie d'\gmand risque d’homoplasie. Mais ce
risque semble étre faible pour nos souches (du snlem souches libanaises) comme nous
I'avons vu plus haut. Cette méthode peut néannmaser des problémes de reproductibilité
entre laboratoires, a cause de la sensibilité dédetion d’amplification a la quantité d’ADN
matrice et aux conditions expérimentales incluarziyme utilisée. Des amplifications non
spécifiques peuvent survenir, en particulier simbacage se fait a des températures
relativement faibles comme I'ont souligné, confomeét a nos observations, Fernandez-
Espinaret al (2001) et Schulleset al (2004).

IV.4.2 MLST

Le MLST, comme discuté dans Ayoeh al (2006) / chapitre Ill, s’est révélé moins
efficace que les deux autres méthodes pour le &/gag souches libanaises. Fay et Benavides
(2006) ont trouvé dans le set de loci et de soudeediverses origines qu’ils ont examineés,
une diversité de ségquence globale similaire a feer{@vec toutes les souches que nous avons
analysées) et qui est de I'ordre de 2,5%. Maisrlsobtenu une discrimination globale plus
grande pour I'ensemble de leurs souches (> 99%ti @ppuie I'idée que la faible
discrimination de notre schéma MLST est liée, aunsi@n partie, a la parenté de notre
groupe de souches libanaises qui se sont caradér{gar un polymorphisme de séquence
limité (de I'ordre de 0,7%), ce qui a fortement dioe la discrimination globale du schéma .

Mais cette faible discrimination est aussi lieeaariéthode elle-méme. En effet, les
souches commerciales différenciées par les deursaniéthodes ne I'ont pas été par notre
schéma MLST ce qui prouve que notre schéma powdtatameélioré par le choix des loci
ayant des capacités de discrimination différentes. résultats récents obtenus pareial
(2006) ont aussi montré que leur schéma MLST dépefaitement du choix des loci dont la
diversité de séquence était considérablement \tarifais la diversité de séquence globale
de leur sets de souches et de loci est apparuentwamdre que la noétre (~0,38%) et plus
proche de celle de Winzelet al (2003) et elle a été accompagnée d’'une faiblaatpde

discrimination. Cette capacité de discriminationaggarue, comme dans notre cas, inférieure
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a celles d'autres méthodes puisque des souchesvgignt été trouvées différentes par
d’autres méthodes de typage (comme un groupe ddesisolées de chénes par Sniegowski
et al, 2001) n'ont pas été difféerenciées. Mais la disgration de ces schémas basés sur des
genes de ménage, particulierement dans le casutbesapparentées et donc peu variables
entre elles, n'égalera probablement pas cellesttepar les autres méthodes basées sur des

marqueurs hypervariables.

IV.5 Considérations pratiques de l'utilisation desméthodes moléculaires individuelles

Mis a part les considérations théoriques affectartlité des méthodes pour les
applications discutées ci-dessus, chacune se édsactpar des propriétés facilitant son
utilisation ou se heurte a des écueils spécifiques. propriétés de chague méthode sont

précisées dans tableau 10.

IV.5.1 L’'amplification interdelta

Les premiéres amorces utilisées pour ces ampldicaiont été développées par Nets
al. (1993) qui ont étudié leur efficacité pour laf@iénciation de souches industrielles. En
examinant les résultats des nombreuses étudesodévdrsité qui ont eu recours a ces
amorces, nous pouvons constater que leur pouvetrigiinant était faible et souvent
inférieur a celui d’autres méthodes de typage. dmbre de bandes obtenu était souvent tres
faible et il fallait mettre en oeuvre d’autres na#ths, comme la restriction de 'ADNmt ou le
caryotypage, pour améliorer le pouvoir discriminahbut ceci rendait l'utilisation de ces
amorces peu pratique. De nouvelles amorces ontdételoppées pour améliorer la
discrimination de la méthode (Legras et Karst, 2Qfi8 a pratiquement doublé (Schulksr
al., 2004).

Mais vu les limitations citées plus haut, notammargossibilité de survenue d’artefacts
durant les amplifications, les essais sont a régdts d’'une fois pour confirmer les résultats.
Le typage interdelta est pourtant relativement &ndpmettre en ceuvre et il est peu colteux
puisqu’il ne nécessite pas d’équipements sophissigl peut étre utilisé sur de I’ADN purifié
et a priori sur des levures entieres (Masneuf et Dubourdi@d4)Lce qui devrait faciliter le
suivi des fermentations en temps réel et le suevil'onplantation de levures inoculées.

L’analyse subséquente des données brutes et hasigig des bandes, du fait de la survenue
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d’amplifications non spécifiques et de bandes dbldaintensité peut introduire un biais

supplémentaire et cette assignation des bandemesipération qui peut étre assez lente. La
comparaison entre laboratoires ou entre difféererépétitions expérimentales est donc assez
difficile et des conditions trés standardisées péinentation doivent étre adoptées pour

limiter les artefacts.

IV.5.2 L'analyse des répétitions microsatellites

L'utilisation initiale de marqueurs microsatellitésdividuels avait mis en évidence
I'utilité de cette approche pour difféerencier desiches deS. cerevisiagLieckfeldt et al.,
1993 ; Gallegeet al, 1998 ; Pereet al.,2001a). L’association de plusieurs de ces margueur
génétiques s’est avérée trés utile pour la disoation entre souches de. cerevisiae
puisqu'un grand polymorphisme intraspécifigue a ébservé (Field and Wills, 1998 ;
Hennequiret al, 2001 ; Legragt al, 2005).

La méthode est précise et reproductible et ellempefte multiplexage et I'analyse d’'un
grand nombre d’échantillons ce qui la rend tregigua. Mais elle requiert un équipement
plutbt sophistiqué et des opérateurs spécialisegjuielimite son utilisation pour des
applications industrielles. Des artefacts peuvémt @servés durant 'amplification par PCR
par un phénomeéne de glissement de la polyméraskisara ce qui a lieu in vivo durant la
réplication de I'ADN (Tautzet al, 1989) mais ces artefacts peuvent étre repéréntdu
'analyse des résultats si le manipulateur est @xyité. La comparaison entre différents
laboratoires est possible a condition d’adopter staedardisation stricte de I'estimation des
tailles des alleles comme nous l'avons expérimamee les analyses de données de I'équipe

de J.-L. Legras.

IV.5.3 MLST ou Multi-Locus Sequence Typing

Au cours de notre travail deux études ont été pablsur le développement de schémas
MLST pour des souches d& cerevisiaeElles ont mis en évidence, conformément a nos
résultats et comme nous l'avons déja indiqué, litétdu MLST pour la différenciation de
souches de diverses origines (Fay et Benavidesf)20fais aussi sa limitation dans
I'application au typage (Aat al, 2006). Le MLST avait été utilisé pour la prereiéois sur

une levure ave€andida albicansSon application au typage et a I'étude de I'épiddogie
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de cet organisme avait montré une grande capagithsdrimination méme avec ['utilisation
d’'un nombre de marqueurs limité (Bougnabal 2002, Bougnouxt al. 2003, Tavantet al
2003).

Le MLST nécessite une amplification par PCR et énquencage subséquent. L'acces a
cette technologie trés fiable devient de plus ers pépandu. L'analyse d’'un grand nombre
d’isolats est possible. L'analyse des séquencessjugénéralement assez facile permet la
comparaison des résultats entre differents labioestoet minimise au maximum les
possibilités de divergences et d'erreurs dues amnditons expérimentales adoptées dans
chaque laboratoire. La nécessité d’échanger deshesun’est pas requise, et une base de
données peut étre créée sur le net pour un écletngee comparaison de résultats. C'est
d’ailleurs déja le cas pour les différents orgamismsoumis a ce mode de typage
(http://www.mlst.net/, 2006).

IV.6 Combinaisons binaires des méthodes

Pour essayer de palier les limitations et les idomihces des méthodes exposées ci-
dessus et améliorer leurs rendements la ou elleguéat, et pour avoir une image de la
parenté qui serait plus proche de la réalité paisgwaucune des meéthodes individuelles
n'offre une classification certaine, nous avons bm@ les méthodes deux a deux pour obtenir
des arbres qui seraient plus solidegre 35). De telles combinaisons éviteraient le recours
a l'utilisation simultanée des trois méthodes gmte qui serait lourde a mettre en ceuvre. Un
bilan des rendements améliorés, particulieremenir gapplication a la construction

phylogénique, est présenté dantaldeau 11.

L’association de deux méthodes discriminantes comle® interdeltas et les
microsatellites a donné comme attendu une granderigiination des souches. En
comparaison avec les classifications selon les odéhindividuelles, la consistance pour les
souches tres apparentées a naturellement été manteelle de petits groupes de souches
modérément apparentées a aussi été globalementemanou Iégérement améliorée pour
certains groupes (comme pour les exemples que anarss abordés plus haut). Par contre la

différenciation des souches peu ou pas appareni@ess eté améliorée.
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Les associations InterdeléLST ou MicrosatelliteBVILST ont donné des arbres plus
proches de I'arbre global particulierement en temee différenciation des souches non-
cenologiques et dans une moindre mesure de regrempede souches modérément
apparentées qui ont été plus ou moins améliordes ks clusters. Les parentés proches ont

naturellement été retrouvées.

Dans le cas d’associations avec le MLST, la gradderimination de marqueurs
hypervariables palie le manque de discrimination MUST tout en étant tamponnée.
L’association entre méthodes dont les marqueurtuérnb a des vitesses différentes donne
une vision plus proche de la réalité quant a l@mérdes souches et le nombre plus élevé de

marqueurs ainsi utilisés aide a solidifier la tagd¢ de I'arbre.

L’association de marqueurs trés variables et assquiels un risque d’homoplasie existe
accentue les inconsistances et les assignatiofaudees parentés comme c’est le cas des
souches de différentes origines. L'utilisation dduassociation de méthodes comme les
interdeltas et les microsatellites semble moinke wjue celles incluant des schémas MLST,
particulierement pour la classification phylogémqud’isolats non apparentés. Nous
préconisons donc une association incluant des sahéMLST pour la construction
phylogénique, particulierement le MLST et les meaellites qui est plus fiable que les

interdeltas.

Pour le typage et puisqu’un niveau équivalent deridnination est obtenu par une seule
méthode, une association de plus d’'une méthodewse. Nous preéconisons pour le typage
I'utilisation des microsatellites qui reste moingedte que les interdeltas aux artefacts. Mais
au besoin, et pour des cas individuels ou une rdétBohoue a discriminer deux souches, une

deuxiéme pourrait étre utilisée pour une meillelisginction.
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Chapitre V
Diversité physiologique
VS
Diversité moléculaire
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V.1 Introduction

Avec la diversification de la production vinicoldravers le monde, la recherche d’'une
typicité et d’'une spécificité des vins prend desger. Malgré l'intervention de plusieurs
facteurs, la qualité gustative d’'un vin est primadgment influencée par la variété de raisin,
matrice d’ardbmes primaires, et par la soucheSdecharomyceserevisiaequi fournit par
fermentation les arébmes secondaires. La tendanadegdus en plus a suggérer I'utilisation
de cultures pures ou mixtes de souches indigénasgmeliorer les caracteres sensoriels des
vins et pour obtenir des godts typiques et distsg(Fleet, 2003 ; Romarat al, 2003). Le

choix de la souche d& cerevisia& utiliser pour vinifier est donc essentiel.

Dans ce travail nous avons choisi de comparer @ans | capacités fermentaires 24
souches deS. cerevisiaeincluant des souches indigénes libanaises et deshes non-
libanaises. Nous avons utilisé un seul et mémeemifermentaire de fagcon a ce que les
différences observées soient uniquement lices awches utilisées. La spécificité des
souches a été évaluée en étudiant notamment @ugiron de certaines molécules
aromatiques ayant un impact important sur I'arbrmevih et en recherchant la formation

d’une faible quantité de molécules pouvant avo# eféets organoleptiques indésirables.

Les 24 souches ont été choisies parmi les 82 peéu@e@nt caractérisées par les trois
méthodes de typage moléculaire utilisées dans &ttde (MLST, typage interdelta et
microsatellites) et pour lesquelles une classificat été générée aprés le jumelage de ces
méthodes (voir précédemmentFegure 36). La phylogénie des souches selon les résultats
fermentaires a été comparée a leur classificatiahécenlaire dans le but d’examiner la
correspondance entre les deux types de classificati de voir si des souches identiques ou
apparentées au niveau moléculaire auraient destéastiques fermentaires correspondant a

cette classification.
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V.2 Matériel et Méthodes

V.2.1 Choix des souches

24 souches préalablement identifiées comme appatedn I'espéceSaccharomyces
cerevisiae ont été choisies pour ce travail. Parmi elles ritgti 18 souches indigenes
libanaises : les souches 4, 24, 34, 37, 40, 4152554, 63, 69, 70, 71, 73, 104, Ca6, Ca8 et
D2, une souche cenologique non libanaise (Davisdg&iynée dans la suite 522D) et cinq
souches isolées de sources non vinicoles: CLIB @11 413, CLIB 414, CLIB 415 et CBS
1907.

Les souches libanaises isolées a partir d'échamdille modts de raisins en cours de
fermentations naturelles proviennent de différenéggons geographiques qui sont indiquées
dans letableau 12. Elles ont été choisies (voir fgure 36 et le tableau 12) de fagon a
inclure des souches identiques mais isolées d'émdddférents, pour écarter les doublons
(les souches 41 et 45), des souches apparentésenf@s dans des clusters solides ayant des
valeurs de bootstrap > 50 (les souches CLIB 412BCl113, CLIB 414, CLIB 415 et CBS
1907, les souches 4, 34, 73, 104, Ca8 et D2) eitrd'®m souches apparentées présentes dans
des clusters moins solides ou parsemées entrefiésedts clusters (les souches 24, 37, 40,
52, 54, 63, 69, 70, 71 et Cab).

V.2.2 Fermentations

V.2.2.1 Milieu de fermentation

Le milieu fermentaire est un jus de raisin comnaradditioné de sucre et constitué des
variétés Cabernet Sauvignon (50 %), Cabernet ff2b@&o) et Merlot (25 %). Son pH est de
3,4 et il contient 200 g/l de sucres totaux dongllecose (62 g/l), le fructose (63 g/l) et le
saccharose (75 g/l) déterminés par analyse HPLGQr W@®.3.1). La teneur en azote
assimilable par les levures est évaluée a 347 digfres l'indice de Formol qui est une
estimation de l'azote assimilable aminé et ammahiéderny, 1996). Le modlt est sulfité
avec 60 mg/l de S{avant son inoculation avec les souches choisies.

L’indice de Formol est déterminé selon la procédideptée de Zoeckleat al (1995)

: 100 ml de moQt sont amenés a pH 8 avec de laesbNddilués au double et mélangés avec

25 ml de formaldéhyde (37%) porté aussi a pH 8nédange est ensuite ramené a pH 8 avec
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un volume V de soude 0,1N. La teneur en azote #dabim (N) est calculée comme suit :

N mg/l = (V) ml NaOH x (Oyl)meq Ol—i/ml X (14)mg/mmol N X (1)mmol N/meq OH X (200/100) X
(100Qy/100m)
Soit :

N mgn= Vmi naoH X 28

V.2.2.2 Conduite des fermentations

Les fermentations avec les 24 souches ont étésééalia 28°C et répétées en double
pour chaque souche. Les modts ont été inoculés @%@ partir de pré-cultures aérobies de
24h mises en agitation continue a 28°C sur le mémoéit de raisin utilisé pour les
fermentations mais dilué a 80 g/l de sucres.

L’évolution des fermentations a été suivie par Esare du degré Brix pour obtenir une
appréciation approximative des fins de fermentatforec I'avancement de la fermentation et
I'enrichissement du milieu en éthanol, la mesurelegré Brix par un réfractométre ne délivre
plus la teneur réelle en sucres puisque cet aldomhge I'indice de réfraction. Nous avons

donc corrigé le degré Brix selon la formule tirée\Weast (1988) :

Brix corrigé = —-676 ,67 + 1286,4 x SG — 800,47 &{S+ 190,74 x (S&
SG = 1,001843 — 0,002318474(0OB) — 0,000007775%(GE0,000000034 (OB + 0,00574
(AB) + 0,00003344 (AB) + 0,000000086 (AB

Avec SG = Gravité spécifique, OB = Brix initial, ABBrix corrigé

V.2.3 Analyses chimiques des modts fermentés

Les échantillons prélevés apres la fin des ferntiemtgpour les analyses chimiques sont
centrifugés puis filtrés sur des filtres en acétiecellulose de porosité 0 h. Les filtrats

sont conservés a -8& jusqu’au moment des analyses.

V.2.3.1 Analyse des sucres

Les dosages des sucres du modt initial et des nautin de fermentation ont été
réalisés par HPLC (High Performance Liquid Chrorgeaphy). La colonne utilisée est une
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colonne de silice greffée de groupements, ILC-NH2, Supelco ; longueur 30 cm, diamétre
interne 4,6 mm, particules 5 um). La phase molsitecenstituée d’une solution d’acétonitrile
(Romil) a 83 % (v/v) dans de I'eau distillée. Lebdéest réglé a 1,5 ml/min. L'appareil est
muni d’un détecteur a indice de réfraction (DIR)aéfs). L'injecteur est manuel (Rheodyne)
et le volume de l'injection est de 2. Des solutions standard contenant du D (+)-freefo

D (+)-glucose et du saccharose (BDH) servent cowtalr I'appareil et a déterminer les

concentrations des sucres.
V.2.3.2 Analyse de I'éthanol

L’'analyse est faite par chromatographie en phasseuse (CPG) en utilisant un
chromatographe (GC-17A, Shimadzu) muni d’'une cadodngarnissage de 2 metres de
longueur et de 4,6 mm de diamétre interne et deegpbtationnaire polaire (Carbowax 20 M,
Supelco). L'injection se fait a une températurel@e°C sous une pression de 100 KPa, le gaz
vecteur constituant la phase mobile étant 'az@eegx ayant un débit de 18 ml/min. La
température de la colonne est de 90°C et celle&ectbur a ionisation de flamme (FID),
200°C.

Le n-propanol (Merck) est utilisé comme standatérime a toutes les injections a une
concentration de 0,45 g/l. La solution étalon eshposée d’éthanol (1 g/l) et de n-propanol.
Les échantillons de vin & analyser sont dilués/a0(i™ et additionnés de n-propanol dans
les mémes proportions que la solution étalon.ul,%le ces mélanges sont injectés dans le
chromatographe.

Le degré alcoolique est calculé en % (v/v) pareiation [Ethanol] / 7,89, oD,789

(g/ml) est la masse volumique de I'éthanol.
V.2.3.3 Analyse de certains composés aromatiques

L’acétaldehyde, I'acétate d'éthyle, le n-propatigipbutanol et I'alcool isoamylique ont
été analysés dans les vins. Leur dosage a étpaiaiCtPG en utilisant le méme appareillage
décrit précédemment. Mais la colonne est soumise da cas a un gradient de température
allant de 70°C (1 min) a 170°C (2 min) avec unesse de C/min. Le standard interne est le
n-butanol utilisé a une concentration de 0,2g/l.sb&ution étalon est constituée de tous les
composes recherchés (aux concentrations de 0,&tgl® n-butanol. 1,6 des échantillons de

vin mélangés au standard interne sont injectés ldattwomatographe.
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V.2.3.4 Analyse du glycérol

Le glycérol est dosé par spectrométrie (Spectrarteticaman Prim) a 505 nm avec une
méthode enzymatique (Kit ABX Diagnostics, A11A00D&baptée de Fossati et Prencipe
(1982). Un réactif contenant de I'amino-antipyrifie4 mmol/l), de la glycérol kinase> (
200U/1), de la glycérol-3-phosphate-oxydase2000 U/l) de la peroxydase @00 U/l) et de
I'ATP (0,8 mmol/l) est mélangé avec un tampon coate du parachlorophénol (2,7 mmol/l),
du magnésium (4 mmol/l) et du tris pH 7,6 (100 nfhol

Le principe du dosage se base sur les réactionargas :

Glycérol + ATPp Gbeerolkinase - 51ycarol-3—phosphate + ADP
Glycérol-3—phosphate OS¢l phosphate oxydasgyiny droxy-acétone phosphate B
2H,0, + Parachlorophénol + 4—amino—antipyrid& %95 Quinonéimine + 4 bD

La quinonéimine a une absorbance maximale a 503 immgmentation de I'absorbance
est directement proportionnelle a la concentratide glycérol dans [I'échantillon.
L’échantillon de vin est dilué 10 fois afin de naspdépasser la zone de linéarité dont le
maximum déterminé par une série de solutions stdndia glycérol se situe a 1,05 g/l. La

concentration du glycérol dans I'échantillon edtekte selon la formule suivante:
[Glycérol] g1 = (DO échantillon /DO étalon) x Ex D
D = dilution
E = concentration de 'étalon de glycérol (0,209 g/
V.2.4 Caractérisation plus poussée de quelques sbes
V.2.4.1 Souches concernées
Outre la détermination des paramétres présentéshplut, des tests plus pousseés ont été

réalisés avec 16 souches libanaises (les souct& 87, 40, 41, 45, 52, 54, 63, 69, 70, 71,
73, Cab, Ca8 et D2) et la souche commerciale 522D.

123



V.2.4.2 Tests de résistance a I'éthanol

Les tests de résistance des souches a I'éthanété@aidaptés de Carraseioal (2001).
Des pré-cultures servent a ensemencer des mili@x uides supplémentés de 10, 12, 14
et 16% (v/v) d’éthanol. Ces milieux sont incubé8C pendant 48h et servent a leur tour a
ensemencer des milieux YPD solide. La viabilité ¢éhest le rapport entre le nombre de
colonies obtenues sur YPD additionné d’éthanoketdmbre de colonies obtenues sur YPD

exempt d’éthanol, et les résultats sont la moyelenois répétitions indépendantes.

V.2.4.3 Tests de production de t§

Les souches ont été cultivées sur le milieu BiggyarA(Bismuth Sulfite Glucose
Glycine Yeast, Difco) et incubées a°28durant cing jours. Ce milieu évalué par Jiraeeél.
(1995) donne une bonne indication de la capaciésdaches a produire dy$iet induit des
productions similaires a celles obtenues sur désurisynthétiques imitant les jus de raisins,
gue ce soit en aérobie ou en anaérobie. La prastudi HS se traduit par une coloration
brunatre ou noiratre des colonies alors que leshamsunon productrices présentent des
colonies blanchéatres.

V.2.5 Analyses des résultats

Les diverses figures, les calculs et I'analyse aléance ont été effectués sur Excel-XP
(Microsoft). Xlstat (Addinsoft) a été utilisé poétablir les corrélations (selon le coefficient
de Pearson ou le coefficient bisérial de pointstesiient la linéarité de la relation entre deux
variables) ainsi que les statistiques descriptigs.classification ascendante hiérarchique
(CAH) pour les données technologiques et toutesatedyses en composantes principales
(ACP) avec ou sans rotation varimax et qui ontnetgmalisées pour éviter I'influence des
valeurs extrémes ont aussi été réalisées avectXktessi que tous les tableaux qui les
accompagnent. Les CAH pour les données moléculame®té faites avec Phylip (version
3,6). Le méme programme a été utilisé pour le tales valeurs de bootstrap pour les
données moléculaires générées sur la base desesate corrélations établies avec Xlstat.
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V.3 Résultats

24 souches d&. cerevisiaeont été soumises a I'étude, dont 18 souches caqokx)
autochtones isolées de différentes régions libasaiableau 12), une souche cenologique
commerciale (522D) et cing souches non-cenologiGésB 412, 413, 414, 415 et CBS
1907). Les résultats de deux fermentations onpé$éen compte par souche a I'exception de

la souche Ca8 pour laquelle les résultats d’'unkegetmentation ont été retenus.

Les fermentations ont été suivies par la mesuréaliré brix qui donne une idée de
I’évolution de la concentration des sucres totagluqose, fructose et saccharose) et c’est sur
sa mesure que nous nous sommes baseés pour déeitaerrét des fermentations. Le degré
Brix a diminué progressivement avec la transforamaties sucres en éthanol pour se stabiliser
en fin de fermentation aprés 7 a 11 jours selosdeshesKigure 37). Nous avons considéré
gue la stabilisation du degré Brix indique la fiesdfermentations et nous avons arrété ces
dernieres apres l'atteinte de cette phase, soframier jour de stabilisation du degré Brix.
Nous pouvons remarquer a prime abord que la sdb2hmee conduit pas a une fermentation
compléte des sucres puisque le degré Brix reste glevé que ceux des autres souches et

nettement supérieur a zéro.

V.3.1 Comparaison des 24 souches selon les paranestfermentaires

Aprés avoir conduit les fermentations nous avongerdéné, pour la totalité des
souches, la production d’acétaldéhyde, d’acétadehgle, d’alcools supérieurs (n-propanol,
isobutanol et alcool isoamylique), de glycérol &tlanol (et le degré alcoolique). Pour 17
des 24 souches (la souche 522D et 16 souchesiblkeahaous avons en plus déterminé les
sucres résiduels £p la production de sulfure d’hydrogéne et la Jighiaux degrés
alcooliques de 10, 12, 14 et 16.

Suite aux analyses, nous avons examing la varidgésrparametres étudiés en procédant
a une analyse de variancgableau 13). Cette analyse a montré que tous les parameétres
varient significativement avec la souche (au spad,01). Les paramétres les plus variables
et donc les plus dicriminants parmi ceux que nowmns étudiés sont I'acétaldéhyde, les
alcools supérieurs et I'acétate d’éthyle qui prémsnles coefficients de variation (écart-

type/moyenne) les plus importani&apleau 14). Nous avons négligé la variation des sucres
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résiduels étant donné qu’elle a été causée paelds résultats extrémes de la souche 52 alors
gu’en éliminant cette souche le coefficient deatawn devient inférieur a 0,1.

V.3.2 Distribution des 17 souches selon les parames fermentaires, en vue d’'une

sélection

Pour les 17 souches avec lesquelles nous avonédeérac des analyses de parametres
technologiques, nous avons effectué une analyseoeposantes principales (ACP) avec
rotation varimax dans le but d’aboutir a une repnéation des souches qui faciliterait leur
sélection ou leur élimination pour des tests wiis en vu d’éventuelles utilisations
industrielles. Par rapport a une ACP ordinaireteceitation permet de distribuer les souches
en fonction des paramétres fermentaires tout eimigant le nombre de ces derniers par axe
et tout en maximisant leur contribution individeelLes souches seront ainsi mieux séparées
en fonction de l'un ou l'autre des paramétres atisnpourrons relier les souches a un
parametre particulier et unique et par conséquetanir ou écarter une souche selon ce

parametre.

Nous nous sommes basés pour effectuer I'ACP surmegennes obtenues par
parameétre fermentaire et par souchalleau 14), et nous avons éliminé le parametre qui ne
varie pas entre les soucheg)(3Nous avons aussi tenu compte des corrélatigmfisatives
(Tableau 15 existant entre la résistance aux degrés alcosdigie 12 d’'une part et de 10 et
14 d’autre part, et nous avons par conséquentré@iahé I'analyse qui suit la résistance a 10 et

14 degrés.

Les résultats obtenus montrent qu’a chaque axeesmond un parametre ayant une
contribution minimale a la dispersion de I'axe @edre de 76 % Tableau 169. Par exemple
la dispersion associée a l'axe F1 est principalérdere a la viabilité a 12 degrés et celle
associée a I'axe F2 est principalement due a Baeét'éthyle et ainsi de suite pour les autres
axes. Nous pouvons donc relier la distribution gesches selon un axe quelconque a un

parametre unique.

Le glycérol, associé au coté positif de I'axe Hig(re 38 et Tableau 16b, est le
composeé le plus abondant obtenu par fermentatipresal’éthanol et le C£ et il peut

apporter au vin du corps et de la rondeur et lacprer une saveur légerement sucrée proche
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de celle du glucose. Il est généralement produles concentrations comprises entre 1 et
109/l (Gardneet al, 1993 ; Ribéreau-Gayaat al, 1998). Les souches D2, 37, 54, 69, Ca6, 4,
45 et 70 ont produit des concentrations prochds deoyenne généralement rencontrée dans
les vins (~6g/l) Tableau 14etFigure 38 accompagnée ddableaux 16cet16d). A de telles
valeurs de concentrations, les différences enrégistentre les souches pourraient ne pas étre

percues au niveau sensoriel.

L'acétate d'éthyle (c6té positif de 'axe F2) esptincipal ester trouvé dans les vins. Sa
concentration est plus élevée dans les vins je(lilds et al, 2000) et il est toujours associé
a des effets organoleptiques indésirés puisqutilresponsable de I'apparition d’'un godt
aceétique qui se transforme en odeur de solvans &aeurs élevées approchant les 150 - 200
mg/l (Ribéreau Gayon 1993 ; Rojas al, 2003). Les valeurs que nos souches ont produit
d’'acétate d'éthyle (entre 20 et 45) sont relativeimbasses par rapport aux valeurs
généralement reportées dans la littérature (Garal, 2000 ; Majdalet al, 2002 ; Romanet
al., 2003 ; Sellet al, 2004).

Le sulfure d’hydrogéne (associé au cété positifabee F3), méme faiblement produit,
est un composé préjudiciable au vin puisque soih deyerception sensorielle est tres faible
(de l'ordre de 11 ng/l) alors que les soucheS deerevisia@n produisent dans l'intervalle de
0 a 290ug/l (Linderholm et Bisson, 2005). Ce composé qoicpre au vin une odeur d’ceuf
pourri peut étre synthétisé en réponse a des stresétaboliques comme le déficit en matiére
azotée (Jiranelet al, 1995). Les souches 37, 41, 45, 63, 71, 73 ebit2la capacité de
produire du HS.

Si les basses concentrations d’acétaldéhyde (&sadaipartie positive de I'axe F4) qui
constitue plus de 90% des aldéhydes du vin pewantribuer a la formation d’'un aréme
fruité, les concentrations élevées rappellent tesics de pomme pourrie ou d’herbe verte. De
plus, I'acétaldéhyde qui a une forte affinité psanhydride sulfureux utilisé comme agent
antimicrobien et antioxydant, peut réduire l'efité de cet agent. L'acétaldéhyde peut
toutefois contribuer a l'intensité et a la staBilite la couleur du vin mais il provoque, a forte
concentration I'apparition de turbidité (Liu et ¢tike, 2000). Les souches 4, 73, Ca8 et D2
produisent des concentrations d’acétaldéhyde beauglois élevées que les autres souches et
qui sont largement supérieures a la moyenne (5bableau 14) et supérieures au troisieme

quartile (64,9) au-dessous duquel se retrouver?/esles valeurs des 17 souches soumises a
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la sélection. La souche 522D produit une conceatraintermédiaire (égale au troisieme
guartile des 17 souches) et la souche 40 une ctvatien moyenne.

En examinant I'axe F5 dont le c6té positif est agsau degré alcoolique, nous pouvons
confirmer I'observation faite auparavant selon égré Brix et concernant la souche 52 qui a
conduit a une fermentation incompléte et par comsgga un tres faible degré alcoolique
(9,2) avec des sucres résiduels de 53,25 Tdbleéau 14). Toutes les autres souches
conduisent a des fermentations complétes des neb@sles vins qui peuvent étre désignés
comme secs, appellation réservée aux vins renférmaims que 5 a 10 g/l de sucre (Navarre,
1991).

Mais I'éthanol figure parmi les facteurs les plagpbrtants responsables des arréts de
fermentations. Une diminution de la viabilité desures due a I'éthanol s’accompagne aussi
d’'une diminution de la croissance et de la capdeitentaire (Charpentier, 1993). Il a été
suggéré que la croissance séquentielle de divemeshes dans les fermentations naturelles
pouvait étre influencée par 'augmentation des eatrations en éthanol et les souches les
plus résistantes pourraient étre celles qui donitenfins de fermentation. On a pour cela
proposé que ce comportement soit pris en compte @aaréation de cultures mixtes pour
I'inoculation des vins (Fleet, 2003). Les souch&s &0, 52, 54, 69, 71, 73, Ca6 et D2
présentent des viabilités élevées a 12 degrés (uifif de 'axe F1). Pour des viabilités
élevées a de fortes concentrations en éthanol d@éd associés au c6té positif de I'axe F9)
nous pouvons retenir la souche Cab6 qui présentialbéité la plus élevée de toutes alors que

les souches 24, 37, 52, 54, 71 et 73 posseédeniatsbtés supérieures a la moyenne.

A faible concentration, les alcools supérieurs daEs au coOté positif de I'axe F8)
participent a la complexité aromatique des vinssraales valeurs dépassant les 400 mg/l, ils
peuvent lui conférer un goQt herbacé et des odeursles évoquant les solvants (Rapp et
Versini, 1996). Nous avons donc considéré la sordmea-propanol, de l'isobutanol et de
I'alcool isoamylique comme facteur de sélection. demsidérant que l'alcool amylique que
nous n'avons pas quantifié ne constitue généralepenplus du %" des alcools supérieurs
(Comi et al.,, 2000), nous pouvons supposer que nos souchegproduisent pas des

concentrations d’alcools supérieurs pouvant avoiimpact sensoriel négatif sur les vins.
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Parmi les 17 souches ainsi étudiées et suite aseradtions précédentes, nous pouvons
écarter la souche 52 qui n'a pas achevé les featiens, les souches 37, 41, 45, 63 et 71
productrices de 8, les souches 73 et D2 productrices a la fois g8d4 de concentrations
élevées d’acétaldehyde et si les fortes conceomsii’acétaldéhyde s’averent effectivement

néfastes les souches 4 et Ca8 aussi, fortemenigiraets d’acétaldéhyde.

Les sept souches restantes ne présentent pas/|eloiitéres que nous avons adoptes,
un caractere préjudiciable suffisant a les écadotsr de cette étape préliminaire (a savoir les
souches 24, 40, 54, 69, 70, Ca6 et 522D). Ellesgrdgwdonc étre soumises a des tests plus
amples et a des essais pilotes suivis de testersgaslLe choix subséquent de I'utilisation de

I'une de ces souches se fera en fonction de I'egipdin voulue.

Nous rappelons que toutes nos souches ont proesiitahcentrations faibles d’acétate
d’éthyle et d’alcools supérieurs ce qui peut éwastdéré comme un caractere positif. Les
sept souches devraient ne pas poser de problémesijers pour les parametres abordeés ici,
mais il serait intéressant d’analyser d’autres ipatees comme les esters, les acétates et
I'acidité volatile et il est nécessaire d’évalugiqualité sensorielle des vins obtenus a I'échelle

pilote afin d’évaluer leur aptitude fermentairedfie.

V.3.3 Classifications des 24 souches selon les pagres moléculaires

Les 24 souches soumises aux tests fermentaireété@mhoisies parmi les 82 souches
caractérisées par les trois méthodes moléculairtkséas dans notre étude (MLST, typage
interdelta et microsatellites). Pour avoir une ofisclaire de leur parenté moléculaire, nous
reprenons dans ce qui suit la classification desd#&hes uniquement, en prenant en compte

I'ensemble des marqueurs des trois méthodes maiéesil

Nous pouvons voir dans Egure 39 une classification ascendante hiérarchique (CAH)
des 24 souches étudiées. Nous observons trois gyrelodters délimités aux valeurs de
bootstrap supérieures a 40. Le premier regrouptedoles souches CLIB et CBS. Nous
I'appellerons dans la suite de I'étude CLUSTER ds Souches sont marquées en rouge dans
les figures. Le second inclut un groupe de six Besdibanaises (4, 34, 73, 104, Ca8 et D2 ;
CLUSTER 2a, en vert) ainsi qu'un autre groupe danstdes trois souches 24, 54 et Ca6
(CLUSTER 2b, en jaune) et le troisieme, ou CLUSTBRen bleu), inclut les souches
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libanaises 37, 40, 63, 69, et 70 ainsi que lestssidentiques 41 et 45. Les CLUSTERS 1,
2a et 2b semblent fortement congruents avec |aifitzion obtenue avec les 82 souches.
Quant aux souches du CLUSTER 3, elles semblers ahparentées a des souches non
incluses dans I'étude technologique mais on perg diobalement que ces souches se
ressemblent entre elles plus qu’aux souches desSCERS 1, 2a et 2b et le CLUSTER 3

sera donc considéré comme tel dans la suite dedéétméme s'’il est moins solide que les

autres.

Pour avoir une vision plus fractionnée de la distiion des souches selon divers plans
formés par les marqueurs moléculaires, nous aviffest& une analyse en composantes
principales ou ACPHigure 40). 22 axes dont cing ont une contribution indivitie la
variance de plus de 5% et expliquant pres de 60% dariance totale (ou inertie), servent a
différencier les 24 soucheSdbleau 178). Aprés examen des différentes combinaisons
possibles entre les axes, nous avons trouvé gpkaheformé par les axes F1 et F2 donne la
répartition la plus rapprochée de la CAH et perdeetetrouver I'essentiel de ses clusters. Ce

plan explique a lui seul plus de 40% de la varigotae.

L'axe F1 de 'ACP sépare les souches CLIB et CBSrekie des souches (c’est le
CLUSTER 1) (voir laFigure 38 et lesTableaux 17b et 17 Selon I'axe F2, nous retrouvons
le regroupement des six souches libanaises du CEBSa (4, 34, 73, 104, Ca8 et D2) ainsi
gue le rapprochement des souches du CLUSTER 2b ehlés (les souches 24, 54, Cab).
Nous pouvons aussi voir un rapprochement des sel8het0, 63 et 70 du CLUSTER 3 alors
que les souches 69, 41 et 45 de ce méme clusteragprochées des souches 52 et 71. La

souche 522D se retrouve dans une position inteaimrédintre ces deux groupes.

Alternativement, nous pouvons voir dans les plaR4, (F4) et (F1, F6) un
rapprochement entre les souches 37, 40, 63 et 7CLAISTER 3. Selon I'axe F4 nous

voyons en plus un rapprochement entre les souéhekléet 45.

V.3.4 Classifications des 24 souches selon les pagdres fermentaires

D’autre part, et en nous basant sur les paramérasgentaires analysés chez les 24
souches de notre étude nous avons effectué ursificiason ascendante hiérarchiquegure

41). Cette classification fait ressortir un certaintrecroisement avec la classification
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moléculaire effectuée avec les trois méthodes. fte, mous retrouvons un cluster que nous
appellerons A, regroupant les souches CLIB et CBSCHUSTER 1 de la classification
moléculaire a I'exception des souches CLIB 41414, 4insi que les souches du CLUSTER
2a a I'exception de la souche Ca8, soit au totat, des onze souches des CLUSTER 1 et 2a

avec en plus, la souche 522D.

Alors que le CLUSTER 3 est retrouvé mais avec &3 p#s souches 24, 54 et 71 qui
s’en rapprochent, le CLUSTER 2b ne I'est pas. lasgification technologique ne permet pas
non plus de retrouver lidentité moléculaire desicts 41 et 45. Ces deux souches se

retrouvent cependant dans le méme cluster.

Pour essayer de décortiqguer la somme dinformatifmsnies par les parametres
fermentaires et de comprendre leur contributioma &lassification des souches, nous avons

effectué une analyse ACP selon les parametres feames.

Cette ACP permet principalement de retrouver IsteluA selon le plan (F1, F2) grace
particulierement a I'axe F1. Les neuf souches delester A sont en effet regroupées entre
elles et plutdt séparées des autres souches etrgevient du cété négatif de I'ax@iqure 42
et Tableaux 18c et 18d). Ces souches posseédent donc les valeurs lesépuses des
parametres variant dans le sens négatif de I'axeHRlexaminant les parametres nous
constatons que la production d’'acétaldéhyde etlgetpl varient dans ce sengapleau
18b). Mais la contribution du glycérol a I'axe estdraible alors que celle de I'acétaldéhyde
est plus élevéeT@bleau 18a). Par ailleurs lisobutanol, l'acétate d’éthyle Edlcool
isoamylique ont une contribution élevée au sen®spple I'axe F1. La séparation du cluster
A du reste des souches pourrait donc étre reli@eeaproduction élevée d’acétaldéhyde et
dans une moindre mesure de glycérol, ou afaibke production d’isobutanol, d’acétate
d’éthyle ou d’alcool isoamylique.

Nous pouvons aussi voir des rapprochements dehasud CLUSTER 3 (selon les

axes F1 et F3 par exemple) mais elles sont augpraehées de diverses souches d’autres

clusters moléculaires.
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V.3.5 Correspondance entre la classification molétire et la production
d’acétaldéhyde

Vu la participation d’un grand nombre de parame&da classification précédente et
I'incapacité de relier la distribution des soucldedes paramétres fermentaires particuliers,
nous avons eu recours a une ACP avec rotation a&r{ggure 43 et Tableaux 19). Cette
représentation qui permet de mieux cerner I'efieividuel de chaque parametre fermentaire
devrait confirmer ou infirmer la participation potelle des parametres cités plus haut au
regroupement du cluster A et elle devrait permeateevérifier si le regroupement des autres

clusters pourrait étre plus évident.

L’ACP varimax confirme la grande patrticipation dacktaldéhyde a la séparation des
souches regroupées dans le cluster A et elle pemdete de mieux se rapprocher de la
classification moléculaire initiale. En effet, seltaxe F5, le cluster A de I’ACP ordinaire qui
était le plus rapproché de la classification maligice, est éclaté en deux clusters plus petits.
Le premier englobe les souches CLIB du CLUSTERI& second, les souches du CLUSTER
2a ([Figure 43 et Tableaux 19c et 19d). De plus les souches 522D et 24 qui étaient
rapprochées selon 'ACP ordinaire des souches H&STERS 1 et 2a ne le sont plus ici. Le
rapprochement moléculaire/fermentaire est donc eéwiden ACP varimax et la seule
exception enregistrée avec la classification maséaiest une substitution des souches 73 et
CBS 1907 entre les deux clusters. L'axe F5 estjpalement relié a I'acétaldéhyde qui en
expliqgue 90 % Tableau199).

L’acétate d'éthyle expliquant 85% de I'axe F1 pefrmhe voir un certain regroupement
des souches des CLUSTERS 1 et 2a mais ces souehssnh pas bien distinguées des
souches des autres clusters (comme les souches 82282 ou les souches du CLUSTER 3)
alors que la souche Ca8 du CLUSTER 2a est assignéodes souches de ce méme cluster.

Le glycérol contribue quant a lui a ~88 % de I'dx@ (Tableau 1938). Nous pouvons
observer que huit des onze souches des CLUSTERS4 se trouvent du cbté positif de
I'axe F3. Mais contrairement a la classificationlécalaire, ces souches sont rapprochées des
souches 45, 70 et Ca6. De plus, les souches 73tI28 (du CLUSTER 2a) se retrouvent du

cOté négatif de I'axe avec un grand nombre de sudlautres clusters.
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L’isobutanol (expliqguant 83% de I'axe F6) et 'atdasoamylique (expliquant 85% de
I'axe F7) ne semblent pas aboutir a une distriluéeidente des souches des CLUSTERS 1

et 2a.

C’est donc essentiellemena production d’acétaldéhyde qui permet de trouver
I'entrecroisement moléculaire/fermentaire le pluddént. La production d’acétaldéhyde
permet de différencier clairement les 11 souches@EJSTERS 1 et 2a des autres en les
distribuant en deux groupes, I'un constitué deslsesi CLIB et de la souche 73, souches qui
ont une production intermédiaire d'acétaldéhydetréea moyenne et le troisieme
quartile déterminés avec I'ensemble des 24 souchabkleau 14) et I'autre groupe constitué
des souches libanaises 4, 34, 104, Ca8, D2 et (&3, souches qui ont une production
élevée d’acétaldéhyde, supérieure au troisiemetipuafoutes les autres souches ont une

production inférieure a la moyenne.

Par ailleurs, nous ne retrouvons pas de regroupeeifu de séparation claires des
CLUSTER 2b et 3 dans aucun plan bien que nous iposs/oir selon I'axe F1 relié a
'acétate d'éthyle un rapprochement des souchesCi&$STER 3 mais qui sont comme

indiqué plus haut rapprochées aussi de souchegeabsatiusters.

V.3.6 Contributions des marqueurs moléculaires a lalassification

De méme qu'il est apparu que la contribution dedtaldéhyde est la plus grande a la
classification fermentaire et a la distinction d®SUSTERS 1 et 2a, nous avons sondé la
contribution des marqueurs moléculaires a la diaaion et particulierement a la distinction

de ces deux clusters.

Pour trier les marqueurs intervenant dans I'exfibcedes axes selon 'ACP moléculaire
et ne garder que ceux dont la contribution esida grande, nous avons procédé a une ACP
avec rotation varimax basée sur les marqueurs mlaiées Figure 44). Nous nous

attarderons sur le plan (F1, F2), le plus inforfraitous.

Nous remarquons que les souches CLIB et CBS du CHBRS1 sont difféerenciées
selon I'axe F1 et elles se trouvent du c6té deastiepnégative. Les marqueurs qui sont liés a

cette partie expliquent 52,35 % de la dispersidaléode I'axe. Nous y retrouvons 11 bandes
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interdelta pour un total de 27 bandes trouvées kbliezemble des 24 souches. Ces bandes ont
une contribution moyenne individuelle a la dispamsiotale de I'axe de 0,29 %, soit 0,55 %
de la dispersion relative a la partie négative. tSanssi impliqués, 33 marqueurs
microsatellites pour un total de 105 marqueurs.rlaamtribution moyenne individuelle a la
dispersion de I'axe est de 0,12 %, soit 0,23 %addidpersion relative a la partie négative.
Finalement 48 marqueurs MLST interviennent dangplieation de la distribution des
souches selon I'axe F1, pour un total de 95 mamgueDes marqueurs MLST ont une
contribution moyenne individuelle a la dispersiomldxe de 0,94 %, soit 1,79 % de la
dispersion relative a la partie négative. lls exydint & eux seuls 86,3 % de la dispersion de la

partie négative.

Quant aux six souches libanaises du CLUSTER 2as memarquons qu’elles sont
regroupées du coété positif de I'axe F2. La dispersle cette partie constitue 72,46% de la
dispersion totale de l'axe et elle est reliée a rhdrqueurs interdelta, 34 marqueurs
microsatellites et 58 marqueurs MLST. Ces marqueaxgliquent individuellement et
respectivement 1,15 %, 0,86 % et 0,53 % de la digpe totale reliée a I'axe (soit 1,58 %,
1,19 % et 0,73 % de sa partie positive). Les mangumicrosatellites expliquent donc 40%
de la dispersion totale de cette partie positivesafjue les marqueurs MLST en expliquent
42 %.

Dans la classification obtenue par le jumelage teis méthodes moléculaires, |l
semble donc que la contribution du MLST soit laspiltformative pour la différenciation des
souches CLIB et CBS. Par contre pour les six saitbanaises du CLUSTER 2a ce sont a la

fois des marqueurs microsatellites et MLST qui gboent a leur différenciation.

V.4 Discussion

Nous avons étudié, pour 24 souchesSdeerevisiaencluant des souches libanaises et
d’autres non-libanaises, la production des alcmulpérieurs les plus abondants (alcool
isoamyligque, isobutanol et n-propanol), d’acétdtghyle et d’acétaldéhyde, respectivement
ester et aldéhyde les plus abondants. Toutes cdécues peuvent avoir des effets
organoleptiques indésirables. Nous avons aussrindiét@ le glycérol et le degré alcoolique
atteint. Pour 17 de ces souches, nous avons deqsiésla capacité de production dgSH

d’épuisement des sucres ainsi que leurs résistamgestress éthylique a divers degrés
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alcooliques pour examiner leurs viabilités et lecapacités de mener les fermentations a
terme ou pour tester leur possible utilisation pdes applications particulieres comme la
production de vins doux avec des degrés alcooligless sans recours au mutage, pratique

qui est encore commune au Liban.

Les résultats que nous avons obtenus montrentegusoliches étudiées 8ecerevisiae
different par leurs capacités fermentaires. L'obsgon de telles différences dans les
caractéristiques technologiques et organoleptigu@sdans le sens de maintes études
précédentes qui ont exploré les caractéristiquesdiderses souches commerciales ou
indigenes deS. cerevisia€Aragonet al, 1998 ; Taillandieet al, 1999 ; Comet al, 2000 ;
Majdaket al, 2002 ; Patel et Shibamoto, 2003; Romanal., 2003).

La production de molécules aromatiques est asdéxratite selon les études et les
souches examinées. Dans notre cas, les valeursifg®dies différentes molécules se sont
situées dans les intervalles rapportés dans &ditire (Comiet al, 2000 ; Majdaket al,
2002 ; Romanoet al, 2003 ; Selliet al, 2004) etles variables aromatiques les plus
discriminantes entre les souches ont été l'acédigtts I'acétate d'éthyle et les alcools
supérieurs. Dans d'autres études les variablesplas discriminantes ont tantbt été
représentées par l'isobatunol et l'alcool isoamyd@idRomancet al, 2003), tant6t par le n-
propanol et l'alcool isoamylique (Conet al, 2000), tantdt par les alcools supérieurs,
I'acétaldéhyde ou les esters d'acides (Lurtbral, 1995) et tant6t par I'isobutanol, I'alcool
isoamylique l'acétaldéhyde ou l'acide acétique (Romet al, 2002). Mais des souches
présentant des caractéristiques diverses peuvssit seiressembler pour certains parametres.
Par exemple les productions dacétaldéhyde, d'éthgkétate et de n-propanol se
ressemblaient entre les souches étudiées par Roetaab (2003). De méme pour les
caractéristiques technologiques (comme la vitessdednentation, I'acidité volatile ou la
production de composés soufrés) des souches danlatral (1995).

Les tests que nous avons effectués avec 17 sonoheont permis d’éliminer certaines
d’entre elles selon leur capacité de productiorHg®, d’acétaldéhyde et de complétion des
fementations car elles peuvent avoir des effetsédimdbles sur le déroulement des
fermentations ou sur la qualité gustative des yrmduits sur nos milieux. Ces résultats
devraient étre validés dans des conditions starsdmsl sur milieux synthétiques et/ou des

modts de raisins naturels.
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Les tests avec les souches non écartées doivesi @ue entrepris dans de telles
conditions, en les complétant par I'étude de pat@sesupplémentaires dont par exemple
I'acide acétique et la production d’acétates est@ies qui n'ont pas pu étre inclus dans le
cadre de ce travail. Ces tests pourraient miewdréal la potentialité d’utilisation industrielle
des souches libanaises. Aprés avoir complété lalysas au laboratoire on pourrait passer a
des tests pilotes avec les souches ayant passteldian bien que les résultats des essais
pilotes peuvent s’aveérer similaires aux résult@i®ious avec les essais au laboratoire (Lurton
et al, 1995, Queroét al, 1992c). Il serait d’autre part pertinent dedales tests sur diverses
variétés de raisin, des variétés locales notamrpent, étudier le potentiel de contribution des
souches libanaises a une typicité des vins prodaitsLiban ou pour vérifier qu’elles
présenteraient des caractéristiques intéressanedaptées a d’autres types de vinification,

tout en comparant ces souches avec un plus grandreale souches commerciales.

L’analyse chimique constitue une étape préliminairene sélection de souches, et la
composition chimique du vin est certainement ledanent de la perception sensorielle. Cette
derniére est toutefois la résultante d’'interactiactimio-sensorielles. Elle varie avec
l'individu, le contexte de la dégustation et ellépdnd de plusieurs facteurs qui sont
difficilement prévisibles. Une simple analyse declamposition du vin et des composés
aromatiques en particulier ne donne donc pas wwawe de qualité pour le vin. Des essais
de dégustation des vins produits avec les souclaguiellement sélectionnées devraient par
conséguent étre entrepris apres les essais aataiver

Comme nous l'avons vu, la sélection de souches et étape assez complexe et elle
demande du temps pour étre menée a bien et achieaés. cette perspective, l'offre de
moyens d’analyses moléculaires diminuant le recautss études phénotypiques passant par
des tests fermentaires longs et compliqués pouérmirmément faciliter la sélection de
souches vinicoles ayant des caractéristiques odgaksy particuliéres. La recherche et
'analyse de QTL qui aboutiraient a identifier dgsnes ou des loci impliqués dans des
propriétés fermentaires d’intérét, pourraient i) dans des conditions définies, la sélection
assistée par marqueurs, principalement pour dés Bi@nples. Pour des traits quantitatifs
complexes polygéniques, la recherche de QTL est ghmpliquée et le repérage d’'un QTL
unique ne suffit pas toujours a définir un marquetilisable, a moins que I'implication du

QTL en question au trait quantitatif ne soit impaote.
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Dans la présente étude nous avons eu recoursanatyse comparative de phylogénies
de 24 souches d®. cerevisiagl’'une construite sur un ensemble de caracteréagifipiques
et 'autre sur un ensemble de marqueurs molécslaile comparaison entre les deux types de
classifications pourrait mettre a jour une évemduebngruence entre les deux classifications,
malgré ses limitations que nous verrons ci-dess®@mir des souches apparentées ou
identiques au niveau moléculaire, on s’attendraié &u’'une parenté moléculaire se traduise
par une identité ou une similarité fermentaire g@iait d’autant plus forte que la parenté
moléculaire est grande. Plus globalement, une cemge entre les deux types de
classifications découlerait d’'une liaison entre nmrqueurs et des QTL impliqués dans les
traits fermentaires étudiés. Cette congruence poumu plusieurs traits dépendra de la
distance “physique” entre les marqueurs et lesL@bncernés dans I'explication du trait
phénotypique, distance qui déterminera la force laeliaison. De plus, ces traits
phénotypiques étant sous contréle polygénique, lplesntribution du QTL est grande, plus
la chance de trouver une congruence entre les dgsifications est élevée. Méme si le
nombre réduit de marqueurs moléculaires utiliséssdaotre étude diminue en théorie la
probabilité de rencontrer des marqueurs liés &ddsimpliqués dans des traits fermentaires,
de tels marqueurs pourraient néanmoins étre remsynmhais dans ce cas leur faible densité
ne permettra pas de définir des régions liées &)deset de repérer ou d’identifier ces QTL.
Notre approche ne s’inscrit donc pas dans la veieedherche de QTL et elle ne devrait pas
permettre en principe d’en repérer. Toutefois,r&@ aongruence réelle est rencontrée, qu’'elle
n'est pas biaisée par le faible nombre de souchemises aux deux types d’analyses, et
guelle est liee a un QTL majeur (les preuves sataia établir avec des travaux
complémentaires), elle pourrait éventuellementragderedire le comportement, pour le ou

les traits fermentaires concernés, de souchesampas au niveau moléculaire.

Nous démarche a consisté a construire, a partirédedtats fermentaires que nous avons
obtenus, une phylogénie des souches étudiées stl'avons comparée avec la phylogénie
construite selon I'ensemble des marqueurs molé&eslales trois méthodes de typage. Les
souches avaient été choisies sur la base de kifdason moléculaire de fagon a inclure des
souches identiques, apparentées ou éloignéesékeliats ont mis en évidence une certaine
congruence entre les deux types de classificatpansque certaines souches proches au
niveau moléculaire ont aussi eu des capacités famimes proches. Mais les deux

classifications ne se rejoignaient pas entierement.
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Nous avons effectivement remarqué que certainashesusont apparentées a la fois aux
niveaux moléculaire et fermentaire et que globatdres clusters moléculaires sont retrouvés
avec la classification fermentaire. Mais dans umméemps, des souches appartenant aux
mémes clusters moléculaires sont divisées en soup€s et se retrouvent apparentées a des
souches d'autres clusters. De méme, l'identité oubddre des souches 41 et 45 n'est pas
retrouvée, mais ces deux souches sont quand mé&msenpes dans un méme cluster et elles
different uniguement (d’une fagon significatives|®,01) par la production de glycérol, et par

leurs résistances a I'éthanol (non incluse dantaksification des 24 souches).

Il semble par ailleurs que I'absence d’effet duignilvinicole d’origine observée avec la
caractérisation moléculaire se retrouve aussi desipropriétés fermentaires des souches
puisque les souches isolées initialement de vias gdivers procédés) ou doux n’'ont pas
présenté des caractéristiques fermentaires spéesfign fonction de leur origine.

La congruence globale observée entre les cladsifiitsasuggere que les marqueurs
moléculaires utilisés donnent une image qui estigrale la vraie parenté des souches. Mais
comme cette congruence est néanmoins limitée, dénde parenté semble par conséquent
incomplete ce qui montre que les méthodes de typdligees sont elles-mémes limitées et
gu’elles passent outre des différences moléculardse les souches. La limitation de la
congruence suggere aussi la complexité des trh#aqtypiques étudiés ce qui fait que le
suivi d’'un petit nombre de marqueurs ne suffit @aducider la complexité de ces traits.

En disséquant la congruence observée entre ledspradléculaire et fermentaire nous
remarquons qu'elle est principalement due a la kmmre entrela production
significativement élevée d’acétaldéhyde et les Besiappartenant aux CLUSTERS 1 et 2a.
La différentiation des souches du CLUSTER 1 estdidles marqueurs MLST alors que celle
des souches du CLUSTER 2a est liée a des margvi8% et microsatellites. Vu cette plus
grande participation des marqueurs MLST et micelsi@s a la congruence avec
I'acétaldéhyde, la classification selon ces deuhodes uniquement permet de retrouver les
mémes résultats de parentés des souches des CLISSTER2a obtenus avec le jumelage
des trois méthodes moléculaires, comme nous poueovar dans Idigure 45. Notons que
malgré la grande participation de I'acétaldéhyda éongruence, celle-ci est aussi retrouvée

en éliminant ce parameétre de la classificationu{ftés non montrés) ce qui montre que
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I'acétaldéhyde n’en est pas le seul responsaltja@’ehe congruence globale est effectivement

observée.

La contribution de l'acétaldéhyde a la congruenwaiMée entre les deux types de
classifications, si la congruence n'est pas fagtuppourrait faire penser a un possible
rapprochement entre I'un de nos marqueurs moléeslaét un QTL lié a la production
d’acétaldéhyde, la probabilité que I'un de nos matgs (dont la plupart se trouvent dans des
ORFs identifieesTableau 20) soit lui-méme un QTL en relation avec I'acétalgdd étant

trés faible.

Nous avons recherché des corrélations a 'aideogdficient de corrélation bisérial de
points (qui mesure la relation linéaire entre dewariables indépendantes, l'une étant
numérique et l'autre binaire) et en adoptant uril gdevé de significativité des corrélations
(seuil alpha=0.001 du test bilatéral) pour ne rietgne les corrélations qui seraient les plus
fortes. Sans entrer dans les détails au cas patesaanalyses dont certaines sont imparfaites
ou biaisées par le faible nombre de souchemé¢xe 4 et se référer atableau 13 et aux
annexes2 et 3; Résultats non discutés), nous présentons ci-dedsocas qui a présenté la
plus forte corrélation et qui pourrait faire I'obpune étude plus approfondie.

Nous avons observé qu’une substitution synonymergmgport a la séquence de S288C)
dans le locus YBLO81W a la position 252 est présaehez la totalité des 11 souches des
CLUSTERS 1 et 2a. Tous les alléles contenant eetiation appartiennent a des souches
présentant de fortes productions d’acétaldéhyde08BW est une ORF hypothétique de
fonction inconnue dont la mutation silencieusetreéepriori pas directement responsable du
phénotype acétaldéhyde. Les genes ou les protémpBguées dans des interactions
génétiques ou physiques (Vps4p, Nrplp, Rps28ag/ratirad53 ; SGD, octobre 2006) avec
ce locus ne suggérent de toute maniére pas urerdentaire pour YBLO81W qui pourrait
tout au plus étre lié a un “QTL acétaldéhyde”. kabstitution impliquée pourrait étre
intervenue simultanément avec une autre mutatiors é& QTL en question. Pour vérifier
cette piste éventuelle, des analyses de ségrégdtiotrait et d’association du marqueur
pourraient étre envisagées et un séquencage plpde ate YBLO81W et des régions

flanquantes pourrait étre entrepris.
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Nous avons par ailleurs examiné les genes idemtidi@mme impliqués, durant la
fermentation du glucose, dans le métabolisme aétiddéhydeRigure 46) et qui pourraient
contribuer a la corrélation entre la concentratidiacétaldéhyde et des marqueurs
moléculaires intervenant dans la classificationstesches des CLUSTERS 1 et 2a. Dans les
environs de YBLO81w nous n'avons localisé aucuncde genes. En s'intéressant aux
facteurs de transcription impligués dans les gepesticipant au métabolisme de

I'acétaldéhyde nous n’en trouvons pas non pluozimité de YBLO81w.

En outre, en examinant la localisation de tousle@essur les chromosomes de S288C,
nous avons trouvé que l'un d’entre eux, ALD4, qode une aldéhyde déshydrogénase
mitochondriale pouvant intervenir dans la conversie I'acétaldéhyde en acétate durant
I'anaérobiose. ALD4 se trouve sur le chromosome ¥ordonnées 1039838 — 1041397) a
proximité d’'un des loci que nous avons analysé tamgene ATF1 (coordonnées 1046224 —
1047801; Tableau 20). Normalement, ALD6 et ALD5 sont les principauxngé qui
convertissent l'acétaldéhyde en acétate dans leoplagme et les mitochondries,
respectivement. En I'absence du gene majeur cytpsoALD6, ALD4 est surexprimé pour
pallier cette absence. Son action pourrait dépeddréackground génétique de la souche
ainsi que du milieu de fermentation (Saint-Feixal, 2004).

L’acétaldehyde est un métabolite intermédiaire Wsipurs composés comme l'alcool
ou l'acétate. Pour un tel trait phénotypique comg]d’explication de la congruence entre
phénotype et génotype ne se réduit probablemena [jaffet d'un seul gene comme ALDA4.
Mais pour essayer de comprendre une éventuelle efodfimplication de ce géne, un
séquencage d’ALD4 et des analyses de son exprgssigraient étre entrepris pour notre lot
de souches pour rechercher un éventuel polymorghisitéligue ou des différences
d’expression entre elleMais il faut savoir qu’une telle approche poursitvérer inefficace,
comme observé avec Sinhgt al (2002) et des analyses du type RHA (Reciprocal
Hemizygosity Analysis) pourraient étre plus utilesytout qu’elles prennent en compte le

background génétique de chaque souche.

Si la corrélation entre la forte production d’atééhyde et les profils moléculaires des
CLUSTERS 1 et 2a s’avérait réelle, bien quinexpdg a ce stade, nous pourrions songer a
prédire la production d’acétaldéhyde pour des sesiate notre banque apparentées aux

souches des clusters moléculaires susmentionnéeadentifi€ées uniqguement au niveau
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moléculaire comme par exemple les souches Ca QBIBt409. Si les effets organoleptiques
d’une telle production s’avéraient effectivemenfiasées dans nos conditions ou dans d’autres
conditions fermentaires (un seuil organoleptiqueaisea déterminer aprés des tests de
dégustations), la caractérisation moléculaire @ouaider a éliminer des souches apparentées
aux CLUSTERS 1 et 2a d’analyses fermentaires sulesdgs. Ou alors, si cette propriété est
recherchée, comme par exemple dans les vins des Xéectelles souches pourraient étre
sélectionnées pour de plus amples études. Maislel@as d’applications particulieres comme

la production de vins de Xéres, I'adéquation dglidation de ces souches est a vérifier.
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Nous avons exploré dans un premier temps de cetdeodiversité moléculaire de la
flore libanaise indigéne dS&accharomyces cerevisiae plusieurs échelles d’étude et en
examinant les effets de la géographie et du mgigula flore fermentaire. Nous avons aussi
évalué les outils moléculaires utilisés pour I'exption de cette diversité, que ce soit des
méthodes déja mises au point auparavant ou uneeheuwéthode, le MLST, appliqguée pour
la premiére fois aS. cerevisiae La diversité phénotypique accompagnant la dit@rsi
moléculaire a été examinée elle aussi en vue daaentielle sélection de souches et pour

envisager son éventuelle correspondance avecéasitiZ moléculaire.

Une diversité de profils a été enregistrée dansciegs en cours de fermentations
naturelles et une dominance d’un nombre restra@rgadiches I'a accompagnée. Mais en dépit
de cette diversité il semble que des souches oligihges de souches s'implantent et évoluent
dans “I'écosystéeme” que constituent les cavesdbg’implantent dans les vignobles pour
étre re-introduites dans les caves). Elles cird¢uuime cuve a une autre, elles semblent plus
apparentées entre elles qu'avec des souches daiaves, et certaines restent dans les caves
plus d’'une annééMais il y a une alternance des souches dominariee égnnée a l'autre ce
qui suggére que ces souches ne sont pas nécessdings robustes ou plus adéquates que
les autres pour s’implanter et mener les fermeratiplusieurs années, mais que leur

apparition ou leur dominance dépendent des conditiuii prévalent chaque saison.

Un rapprochement entre des souches de villagemsasaussi été observé suggérant
que l'effet de parenté observé dans les cavesussi arésent dans des écosystemes plus
larges. Mais malgré I'observation de souches app@es en provenance de localités proches
nous n’avons pas observé de souches qu’on peufigudé “souches de terroir” ou souches
régionales de chais. Ceci pourrait étre di au nemdlativement faible d’isolats considérés
par région, ou aux méthodes qui ont été utilisées dl’autres études pour caractériser les
souches et qui peuvent étre moins discriminantedagindtres, ou alors a la nature de la flore
libanaise. Bien que notre dispositif expériment&hious ait pas permis d’aborder la question
du lien entre la distance géographique et la demcg génétique, il serait intéressant
d’examiner si l'effet de parenté des souches olésgourrait étre lieé a la proximité
géographique. En supposant que les souches éva@uarfois par méioses et croisements et
par clonalité, on pourrait supposer que plus lackeuest proche de son foyer d’origine,
moindre est I'éventail génétique qui lui est offedur acquisition. Plus elle se disperse

géographiquement, plus les chances d’acquisitioleeélange avec un nouveau matériel
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génétique en provenance d’autres foyers sont gsaaidsi que les chances d’évolution dans
de nouvelles conditions. Par conséquent, moindreaeparenté avec son ancétre. D’ailleurs

une trés grande diversité génétique a été obseardensemble du territoire libanais.

Un méme effet de “proximité” géographique relaiypourrait s’appliquer a la flore
libanaise en général, malgré sa diversité. Si, @nparant des sous-groupes libanais entre
eux, le degré de diversité/parenté mis en éviddapend de la méthode utilisée (comme nous
le verrons plus loin)en la comparant a plus large échelle avec divéises cenologiques et
méme avec l'utilisation d’'une méthode assez didoamte, on peut observer une certaine
spécificité, bien que partielle de la flore libas®i Cette plus grande parenté par rapport a
d’autres flores pourrait étre liee a un éventuelfic@ment (en comparaison a d’autres flores
plus éloignées), a une relative proximité géograydi(le territoire libanais étant finalement
assez petit) et a l'origine ancestrale de cetteeflbegraset al 2006). D’ailleurs I'analyse
MLST qui donne une idée assez réelle de I'évolugiénomique a suggéré une grande parenté
de la flore libanaise (mais ici, I'effet de la meédle rentre aussi en jeu comme nous le verrons

plus loin).

Pourtant la probabilité d’'introduction de soucheslmgiques commerciales frangaises
semble possible dans quelques sites ou le leviaagé effectué a un moment donné. Mais
seulement dans l'un de ces sites lintroduction [dentonfirmée et pour les autres une
analyse d’'un plus grand nombre de marqueurs essgaice pour avoir un résultat concluant.
Mais si une éventuelle contamination a effectiveneenlieu, elle semble limitée aux sites ou
des levurages ont été fait. De plus, méme si umeduaction d’'un nombre limité de LSA est
probable, des mélanges extensifs récents entresfleenologiques de différentes origines
géographiques est peu probable. Il serait inténésdans cette perspective d’établir des
inventaires des LSA utilisées sur les sites ayantegours a un moment ou a un autre au

levurage pour mieux cerner la question de la sjpééifde la flore libanaise.

Si certaines questions concernant la biodiverse® fibres vinicoles ont obtenu des
réponses par maintes études et par la noétre (pdlaré libanaise particulierement) comme la
diversité des souches dans les fermentations Matireu la dominance etla stabilité de
guelques souches, d’autres questions restent pdsésspar exemple intéressant d’examiner
ou s'effectue I'implantation des flores vinicoles qu’elle est la source d’inoculation des

fermentations en suivant a la fois et en paralleseflores des vignobles et des caves, en
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dehors et au cours des saisons de vendanges etntenfations. Des études plus amples de
régions plus ou moins restreintes géographiquerteatec diverses méthodes moléculaires
devraient aider a trouver des explications auxrgmmeces trouvées dans les études concernant
la question des souches de terroir. De telles étal@eraient aussi permettre de suivre la
dissémination des flores selon la géographie ebars du temps, et éventuellement d’essayer
de comprendre I'évolution qui crée leur grande diité. Concernant la spécificité de la flore
libanaise, elle devrait étre confirmée par d’autrgthodes, en élargissant la taille de la flore

compareée et en optant pour des approches de géméigpopulations.

Si la diversification pourrait étre liée au confiment ou a la dispersion géographique
plus ou moins grands et au temps d’évolution demes, elle pourrait aussi étre liée au
milieu dans lequel évoluent les souches. Plus deunest difféerent plus les effets sur les
souches sont visibles. Aucune différenciation dfme selon le type de vin n'a été observée
gue ce soit a l'intérieur du Liban ou entre legdkvinicoles suggérant que les modts de
raisin, sur leur diversité, exercent globalemers piessions sélectives similaires. Par contre,
les milieux non-vinicoles exercent des pressiorseadifférentes et I'on peut voir une

différenciation entre les flores vinicoles et lkgds non-vinicoles.

La diversification est le résultat de I'évolutionidgouche les génomes. Les mécanismes
d’évolution des éléments delta et des microsatsllifpar transpositions, glissement de
polymérase ou translocations) sont plus rapides|gsienutations ponctuelles qui ont lieu
dans les séquences. Ceci a une incidence sucdeftfé des méthodes basées sur le suivi de

ces marqueurs et utilisées pour les constructibggéniques ou le typage.

Les deux méthodes basées sur les amplificatiosgagigences entre deux éléments delta
et de loci microsatellites sont tres utiles poulyfgage a cause de la grande variabilité de leurs
marqueurs et par conséquent de leur grande capdeidiscrimination, contrairement au
schéma MLST que nous avons développé mais qui sepibs utile pour l'inférence des
relations phylogéniques (surtout, avec notre schéuoar les souches peu apparentees).
L’association des microsatellites et du MLST cadastile meilleur moyen, parmi I'éventail
qui nous est offert par cette étude, pour assutarf@ais un bon niveau de discrimination et

une bonne inférence phylogénique (surtout pousdeshes modérément et tres apparentées).
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Nous proposons d’améliorer notre schéma MLST emamgant tout d’abord le nombre
de marqueurs MLST et d’inclure un nombre restrdmtrégions non-codantes qui pourraient
étre plus variables ou de loci sous pression seéepositive. Ceci pourrait étre combiné a un
séquencage de regions plus grandes qui devrairaddkl possible par 'amélioration de la
fiabilité de cette technique et de la diminution den co(t. Eventuellement, si la
discrimination de la méthode est améliorée pourapprocher de celle des microsatellites
pour le typage, le MLST doté d’'un grand nombre digages, pourrait étre utilisé seul pour le

typage (particulierement pour des souches de digsamdgines) et I'inférence phylogénique.

Mais les méthodes moléculaires qui étudient un memmbstreint de marqueurs sont
probablement limitées dans l'inférence des parerééles entre souches méme si elles en
donnent globalement une vision proche. Le meillewyen disponible actuellement pour
avoir I'image la plus proche de la vraie identitéreg® souche serait de recourir au typage par
des puces génomiques. La congruence de telles desthmoléculaires est de méme limitée
avec les expressions phénotypiques qui sont eliessi adiverses comme les profils
moléculaires. Les phénotypes sont globalement cexepl et les traits sont affectés par les
interactions avec I'environnement, par le backgtbggénétique de la souche, par des effets
d’épistasie etc..donc deux souches proches au niveau moléculaugant pas toujours un
profil phénotypique proche. La mise en évidencend’gongruence entre les deux types de

diversités dépendra des méthodes d’évaluationidessdés adoptées.

Dans notre cas, et malgré les limitations des na&thautilisées, un certain degré de
congruence a été observé entre les diversités olaléx et phénotypique de nos souches.
Cette congruence a été particulierement reliée ardauction élevée d’acétaldéhyde de
certains profils moléculaires. Pour essayer de centre la cause de cette congruence
probablement liée a plusieurs facteurs, on poumsdminer I'une des pistes possibles qui
pourait impliquer une liaison entre un de nos maugs et le gene ALD4 responsable de la
conversion d’acétaldehyde en acétate en I'absemagede ALD6. On pourrait aussi vérifier
si ces souches suivent les mémes schémas de poodutacétaldéhyde dans d’autres

conditions fermentaires.

Pour comprendre I'éventuelle implication de QTL @& QTG non identifiés dans la
production d’'acétaldéhyde ou d’autres traits ph@riques, une approche indépendante et

plus compléte ayant recours dans un premier temgesapuces génomiques pourrait étre
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utilisée pour effectuer des scans génomiques deshee ayant présenté des productions
extrémes des molécules étudiées dans nos condiipngs localisation de régions, de QTL
et/ou de QTG candidats, des analyses fonctionndbesaient compléter I'étude. En outre,
I'étude des differences d’expression entre ces lsmi@ourrait étre mise en ceuvre par le

recours la aussi a la technologie des puces.

Nous avons par ailleurs tenu compte des résulestsdalyses faites dans nos conditions
fermentaires pour éliminer certaines souches eetmir d’autres pour qu’elles soient plus
amplement testées en vue d’éventuelles sélectives . essais fermentaires avec des variétés
locales ou avec des variétés importées mais ceffivdans les conditions climatiques
libanaises pourraient étre entrepris, ainsi que edssis de dégustations sur les vins ainsi
produits pour étudier I'éventuelle contribution desuches locales a une typicité des vins
locaux. La banque de souches qui a été constitstéene source supplémentaire de levains
dont l'utilisation serait a étudier. En paralléle, plus grand nombre de souches commerciales
seraient a tester pour examiner leur ressemblavee las souches libanaises. L’'éventuelle
particularité fermentaire de la flore libanaiseagteainsi examinée. Si elle s’avérait existante

(nos résultats n’étant pas concluants a ce progdls) correspondrait a I'éventuelle

particularité moléculaire et contribuerait a laidet.
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