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Résumé

Aujourd’hui, lindustrie du vin doit faire face a de nombreux défis, liés a I'évolution des pratiques, des
modes de consommation, au changement climatique et a la concurrence internationale. Un enjeu
important de la filiére est le développement de levures présentant des propriétés nouvelles, adaptées a
ce contexte. La fermentation alcoolique, bien que faisant appel & une flore microbienne diverse
présente dans le mo(t, est réalisée majoritairement par 'espece Saccharomyces cerevisiae. C'est donc
sur cette espece qu’ont porté la majorité des efforts de recherche. Apres la sélection de souches issues
de la diversité naturelle, ces dix dernieres années ont vu I'essor de techniques de génétique et
d’hybridation permettant de combiner les propriétés intéressantes de plusieurs individus, ou la sélection
de nouvelles variations en utilisant des approches d’évolution dirigée. Ces approches ont conduit a
I'obtention de levures industrielles aux propriétés organoleptiques supérieures. Une autre voie consiste
a combiner les propriétés d’espéces Saccharomyces par hybridation, ou encore a utiliser des espéces
non Saccharomyces co-inoculées avec S. cerevisiae afin d’'obtenir des profils aromatiques plus
complexes. Nous présentons ici les avancées récentes dans 'amélioration des levures S. cerevisiae et
la sélection de levures non conventionnelles pour optimiser la qualité organoleptique des vins.

Mots-clés : Fermentation cenologique, levures, arémes, sulfites, alcool, évolution dirigée, hybridation

Abstract: Exploration and exploitation of the biodiversity of wine yeast: how to optimize the
organoleptic quality of wines?

Today, the wine industry is facing many challenges related to the development of new practices,
changes in wine consumption, climate change and international competition. An important issue is the
development of yeasts with new properties, adapted to this context. Wine fermentation, although
involving a diverse microbial flora present in the must, is mainly carried out by the species
Saccharomyces cerevisiae. Thus, this species has been the focus of most research efforts. After
selecting strains from natural diversity, the last ten years have seen the rise of genetic and hybridization
techniques to combine interesting properties of several individuals, and of evolutionary engineering to
select new variations. These approaches resulted in the development of several industrial yeasts with
superior organoleptic properties. Another strategy is to combine the properties of different
Saccharomyces species by hybridization, or to use non-Saccharomyces species co-inoculated with S.
cerevisiae in order to obtain more complex flavor profiles. We present recent advances in the
improvement of S. cerevisiae and in the selection of non-conventional yeasts to optimize the
organoleptic quality of the wines.
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Introduction

Le vin a une longue et riche histoire, datant de plusieurs milliers d'années, étroitement liée a I'histoire de
I'agriculture. Des études archéologiques et historiques permettent de penser que le vin est apparu
durant la période néolithique (8500-4000 av. J.-C.). La sédentarisation des hommes durant cette
période a favorisé, de maniére générale, le développement de la transformation et du stockage des
aliments (Cavalieri et al., 2003). L’'une des premiéres preuves de la production de vin remonte a 5400-
5000 av. J.-C, avec la découverte de la présence de tartrate de calcium dans des jarres datées de cette
époque, sur le site néolithique de Haijji Firuz en Iran (McGovern et al., 1996). De 13, la vinification s'est
étendue a I'Egypte et a la Mésopotamie (~ 3500-3000 av. J.-C.) pour arriver en Créte (~2200 av. J.-C.)
avant d’atteindre Europe et, a partir de 13, le “nouveau monde” (McGovern, 2003).

La fermentation alcoolique est non seulement une méthode efficace pour la préservation de la qualité et
la sécurité des boissons et des aliments, mais le vin est aussi une drogue et un reméde largement
utilisés dans l'antiquité, en raison de ses propriétés analgésiques, désinfectantes et de conservation. Au
fil du temps, le vin a influencé la géographie, I'économie, I'archéologie, I'histoire, les mythologies et les
religions, les arts et les traditions, le droit et la médecine. Aujourd'hui, cette boisson a une place unique
dans la plupart des sociétés, avec une forte valeur économique et culturelle.

Ce n'est qu'en 1860 que Louis Pasteur a découvert l'origine de la fermentation et l'implication de la
levure (Pasteur, 1860). Au début des années 1880, Emile Christian Hansen, du laboratoire Carlsberg au
Danemark, a développé la premiere culture pure de levure et la premiéere inoculation d'un modt de raisin
avec une culture de levure pure a été réalisée par Mller-Thurgau en 1890. Cette pratique a commencé
a étre utilisée en cenologie dans les années 1970. Depuis, elle s'est généralisée et actuellement, la
majorité des vins sont élaborés a I'aide de levures sélectionnées appartenant principalement a I'espéce
Saccharomyces cerevisiae. Ces pratiques ont permis un meilleur contréle et fiabilité du processus de
fermentation, en limitant les risques d’altérations microbiologiques, et ont largement contribué a
I'amélioration de la qualité des vins au cours des dernieres décennies.

Aujourd’hui, la filiére cenologique doit faire face a de nombreux défis, liés a I'évolution des pratiques,
des modes de consommation, au changement climatique et a la concurrence internationale. Ce
contexte se traduit par une dépendance accrue a I'égard de linnovation technologique. La qualité
sensorielle est devenue un critere essentiel pour le consommateur, et ce pour de nombreux produits
fermentés (Hugenholtz, 2013). Le vin n'échappe pas a cette tendance et 'obtention de signatures
uniques permettant de distinguer un vin des autres sur le marché est recherchée.

L'aréme du vin se compose d'une grande variété de composés volatils, certains d'entre eux provenant
des raisins (arbmes variétaux), de produits secondaires synthétisés lors de la fermentation (arémes
fermentaires) et générés lors du vieillissement du vin (arbmes post-fermentaires).

L'utilisation et le développement de souches et espéces de levures présentant des propriétés nouvelles,
adaptées a ce contexte, représentent de ce fait un enjeu important. S. cerevisiae reste la principale
levure sur laquelle ont été concentrés la plupart des efforts de recherche d'avant-garde en génétique,
génomique, physiologie pour I'amélioration des levures de vin. Ces connaissances ont permis de réelles
possibilités d'innovation, basées sur une meilleure exploitation de la diversité de cette espéce ou sur le
développement de variants présentant de nouvelles capacités. Des stratégies non OGM ont été
privilégiées ces dix derniéres années, reposant principalement sur (i) des travaux de génétique
quantitative qui visent a identifier les bases génétiques des propriétés des souches, de fagon a
développer de maniere rationnelle des levures présentant une combinaison de traits optimaux par
hybridation, (i) des approches d’évolution dirigée, qui sont des stratégies alternatives aux approches
basées sur le génie génétique permettant de générer de la diversité. Par ailleurs, les avancées en
génomique ont permis ces derniéres années l'identification parmi les levures cenologiques de plusieurs
hybrides inter-espéces Saccharomyces, qui présentent un certain nombre d’avantages par rapport a S.
cerevisiae. Enfin, les especes non-Saccharomyces présentes dans le mo(t peuvent contribuer aux
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caractéristiques organoleptiques des vins, que ce soit de maniere positive ou négative (Fleet, 1993 ;
Jolly et al., 2014). Actuellement, une tendance forte est d’exploiter cette diversité d’espéces de fagon
contrélée, en utilisant des inoculum mixtes non Saccharomyces/S. cerevisiae.

Dans cette revue, nous insisterons plus particulierement sur les développements récents de levures S.
cerevisiae en lien avec I'amélioration des qualités organoleptiques du vin, et nous discuterons plus
brievement l'intérét de levures moins conventionnelles, comme les hybrides Saccharomyces inter-
especes et des espéces non Saccharomyces.

1. Evolution de la flore pendant la fermentation cenologique

La fermentation des molts de raisins peut se produire spontanément par l'activité de divers micro-
organismes naturellement présents sur les baies de raisin. Plus de 40 espéces de levures ont été
identifiées a partir de modt de raisins (Fleet, 1993 ; Jolly et al., 2014). Les genres les plus fréquents
sont Hanseniaspora (Kloeckera), Candida, Pichia, Rhodotorula, Debaryomyces, Metschnikowia,
Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Torulaspora, Zygosaccharomyces et Dekkera. Ces espéces
sont majoritaires lors des étapes préfermentaires de I'élaboration des vins et en début de fermentation.
Une succession séquentielle de ces especes est observée au cours de la premiére phase de la
fermentation spontanée. La plupart de ces espéces disparaissent rapidement, bien que certaines
puissent persister plus longtemps (Fleet, 1993). Ce phénoméne peut s’expliquer par leur faible capacité
fermentaire, leur faible tolérance a 'anaérobiose et aux concentrations élevées en SO et en éthanol.

La fermentation spontanée est une pratique pouvant conduire a I'obtention de profils aromatiques plus
complexes, en raison du répertoire d’especes et de souches mises en jeu dans le moQt. Cependant, le
microbiote naturel, qui provient de la flore présente sur les baies et dans les caves, est inconnu et
variable d’une année sur l'autre, ce qui en fait une pratique imprévisible et donc risquée. Méme dans le
cas des fermentations spontanées, la prédominance de S. cerevisiae (inoculée ou indigéne) dans la
fermentation est attendue et désirée. Cette espéce est responsable de la dégradation de la majeure
partie des sucres en éthanol et CO,. Une des caractéristiques les plus remarquables de S. cerevisiae et
d’'autres espéces étroitement apparentées est leur capacité a produire et accumuler I'éthanol, appelé
effet Crabtree, méme en présence d'oxygéne. C'est la combinaison de plusieurs traits «gagnantsy,
comme la dégradation rapide des sucres, la production et I'accumulation d'éthanol associée a la
production de chaleur, la tolérance a ce composé et aux fortes températures, et la capacité de
croissance en anaérobiose qui fait de S. cerevisiae la levure cenologique par excellence.

2. Lalevure S. cerevisiae : rOle et diversité intra espece

La fermentation cenologique expose les levures a une variété de stress : stress osmotique di a la forte
concentration en sucres du mo(t de raisin (180-260 g/L), niveaux élevés de sulfite, anaérobiose, stress
acide, limitation en éléments nutritifs (azote, lipides et vitamines) et toxicité de ['éthanol. Une
fermentation de vin typique comporte une phase de latence, qui dure plusieurs heures, une courte
phase de croissance de 24 a 36 heures, suivie d'une phase stationnaire, pendant laquelle la majeure
partie du sucre (entre 50 et 80%) est fermentée. Durant cette phase, l'activité des levures diminue
constamment, bien que les niveaux de viabilité restent élevés (en général plus de 90%), jusqu'a ce que
le sucre soit épuise.

Dans ce contexte, la levure S. cerevisiae joue un réle majeur. Elle est en effet non seulement
responsable de la dégradation des sucres en éthanol et CO2, mais produit de nombreux sous-produits
de fermentation.
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Les arbmes produits par S. cerevisiae comprennent entre autres des aldéhydes, des alcools supérieurs,
des acides gras @ moyenne et longue chaine, des acides gras, des esters d'éthyle et des esters
d'acétate ainsi que des composés soufrés (Swiegers et al., 2005). Ces composés volatils sont issus de
la dégradation des sucres, des acides aminés et des acides gras, et sont formés a travers un processus
métabolique complexe et dynamique pendant la fermentation. De nombreux facteurs contrélent leur
production : le cépage, la nature des précurseurs (principalement les acides aminés), la disponibilité en
micronutriments et en azote, les traitements du modt et les conditions de fermentation, y compris la
température, ainsi que la souche de levure. Ces composés fermentaires jouent un réle clé dans la
qualité sensorielle et la typicité des vins. Par exemple, certains alcools supérieurs, les esters d'éthyle et
des esters d'acétate générent des notes fruitées et florales (Swiegers et al., 2005). L'acide acétique est
un composeé clé dont la production doit rester faible, et dont le niveau de production varie trés fortement
d’'une souche a l'autre (Camarasa et al., 2011 ; Marullo et al., 2006 ; Salinas et al., 2012). Des
composés cétoniques comme I'acétaldéhyde peuvent également avoir un impact organoleptique en
combinant le SO,. Les composés soufrés comme les sulfites (SO2) ou le sulfure d’hydrogene (H.S)
affectent négativement les qualités sensorielles d’un vin. La comparaison de 72 souches S. cerevisiae
d'origines diverses dans des conditions de fermentation cenologique a révélé des variations importantes
non seulement dans les propriétés fermentaires mais aussi dans la production de métabolites, en
particulier 'acide acétique et les esters (Camarasa et al., 2011). Une autre étude, basée sur un nombre
restreint de souches et 'analyse sensorielle, a suggéré que les levures de vin produisent plus d’ardbmes
fruités du vin que les souches provenant d'autres origines (Hyma et al., 2011).

En plus de cette production de novo de métabolites secondaires, les levures peuvent également
transformer des précurseurs du raisin pour libérer des arbmes variétaux (Swiegers et al., 2005 ;
Swiegers et Pretorius, 2005). Les levures Saccharomyces peuvent par exemple former des thiols
comme le 4MMP (4-méthyl-4-mercapto-pentan-2-one), le 3MH (3-mercapto-hexan-1-ol) et son acétate
(ASMH) a partir de différents précurseurs. Ces composés, caractéristiques des vins de Sauvignon
blanc, apportent des notes aromatiques de fruit de la passion, pamplemousse, citron et buis (Tominaga
et al., 2000, Aznar et al., 2001). L'effet de la souche de levure sur la révélation des thiols volatils peut
varier d'un facteur 20 (Dubourdieu et al., 2006 ; Swiegers et Pretorius, 2005). D’autres composeés,
comme les terpénols sont des composés trés importants de I'arbme des cépages musqués (muscat,
gewurztraminer...). Lors de la fermentation, la levure S. cerevisiae agit sur les composés terpéniques
en hydrolysant les glycosides, et en isomérisant ou en réduisant les alcools terpéniques libérés comme
le géraniol pour donner du citronellol ou du géranyl diol et donner du cis rose oxyde, 'un des composés
d’aréme clé du gewurztraminer (Koslitz et al., 2008). Enfin, la souche de levure peut également avoir un
impact sur la formation d’autres composés, comme par exemple le sulfure de diméthyle (DMS), un
composé soufré léger qui peut contribuer a l'aréme, positivement ou négativement selon sa
concentration et la typologie du vin. Différents travaux ont montré que ce composé est un exhausteur
des arbémes fruités (Segurel et al., 2004 ; Dagan et Schneider, 2012). La S-méthylméthionine (SMM)
représente I'essentiel des précurseurs de DMS des raisins et du modQt, mais une part importante de ce
potentiel aromatique est perdue au cours de la vinification. Les levures ont différentes capacités
d’assimilation de ce précurseur pendant la fermentation (Dagan et Schneider, 2012), ce qui ouvre des
perspectives pour développer des souches préservant ce potentiel.

Les stratégies mises en ceuvre pour développer de nouvelles souches S. cerevisiae plus performantes
sur le plan organoleptique ainsi que plusieurs exemples illustrant ces recherches seront détaillées ci-
apres.
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3. Amélioration des souches : nouvelles cibles technologiques
3.1 Stratégies non OGM : cartographie de QTL et évolution dirigée
3.1.1 Cartographie de QTL

Les variations du phénotype (par exemple la production de quantité différente d’'un métabolite) sont la
conséquence de mécanismes génétiques complexes. On définit un QTL (Quantitative Trait Locus)
comme une région du génome responsable de ce caractére quantitatif. Le principe de recherche de
QTL consiste a établir un lien statistique entre 'hérédité d’un marqueur génétique (le plus souvent un
polymorphisme de séquence) et la valeur d’un caractére quantitatif. La recherche de ce lien s’effectue
par des approches de cartographie génétique et phénotypiques, qui sont résumées sur la Figure 1.
Différents approches de cartographie de QTL ont été menées pour rechercher des genes impliqués
dans des caractéres technologiques, comme la production de sulfite ou la production de composés
volatils aromatiques.
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Figure 1: Démarche de recherche de QTL. (A) Deux souches parentales haploides ayant des valeurs
phénotypiques différentes sont croisées, générant un individu diploide hétérozygote. La sporulation de cet
individu permet d’obtenir une population de descendants haploides ayant subi plusieurs événements de
recombinaison lors de la méiose et possédant une distribution aléatoire des différents loci parentaux. Ces
descendants sont génotypés (actuellement par séquencage complet de leur génome) afin de localiser ces
marqueurs, et phénotypés pour les traits quantitatifs d'intérét. L'analyse statistique de liaison est la derniére
étape qui permet la détection des QTL. Un QTL est identifié lorsqu'il existe une corrélation entre un marqueur et
le parametre quantitatif étudié. (B) Fréquence de la distribution d’un trait (citronellol) dans la population de
descendants. La production des 2 parents est indiquée par un rond rouge.

3.1.2 Evolution dirigée

Les approches d’évolution expérimentale, ou évolution adaptative, sont basées sur la culture a long-
terme d’'un organisme en présence d’'une pression de sélection (Figure 2). Ceci favorise I'émergence de
variations génétiques, qui peut étre suivie par I'évolution adaptative de la population de levure et par la
sélection de variants présentant un phénotype souhaité. La caractérisation des souches évoluée et
ancestrale par séquencage de leur génome et différentes analyses de génomique fonctionnelle (comme
I'étude de I'expression du génome par analyse transcriptomique) est généralement utilisée pour essayer
d’identifier les mutations impliquées, ce qui reste un objectif parfois difficile a atteindre. Une fois
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identifiées, les mutations peuvent alors étre transférées a une autre souche par hybridation. Les
approches d’évolution ont été appliquées récemment au développement de souches aromatiques et de
souches a faible rendement en alcool. Elles ont pour avantage de pouvoir étre utilisées sans
connaissance génétique préalable, et de pouvoir étre appliquées a n’importe quelle espéce.

N N N N e
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-
Figure 2 : Principe de I'évolution adaptative. Une culture prolongée est réalisée afin de favoriser 'accumulation
de mutations spontanées. L'utilisation de conditions sélectives (présence d’'un stress, croissance en présence

d’'un substrat mal assimilé etc...) permet de sélectionner les souches ayant acquis une mutation qui confére un
bénéfice dans ces conditions.

3.2 Exemples de développement de souches S. cerevisiae
3.2.1 Levure cenologigue faible productrice de sulfites

Les levures cenologiques forment divers composés soufrés en fermentation qui peuvent avoir des
impacts négatifs sur la qualité organoleptique, la qualité sanitaire ou la maitrise des procédés. C'est le
cas des sulfites et du H>S qui sont parfois formés en quantités excessives lors des fermentations
alcooliques. Les niveaux de sulfites des vins sont réglementés pour des raisons sanitaires ce qui
suppose la maitrise de leur formation au cours de I'élaboration des vins. Les sulfites sont aussi des
inhibiteurs des bactéries lactiques qui réalisent la fermentation malolactique ce qui suppose de maitriser
leur teneur transitoire au cours des procédés.

Il est donc important de maitriser la formation de ces composés. Des travaux récents de génétique des
levures ont permis d'identifier les bases génétiques des variations de formation de composés soufrés.
Une démarche de génétique quantitative et de recherche de QTL (quantitative trait locus) a été menée
dans deux souches aux comportements contrastés, ce qui a permis d’identifier deux génes candidats
impliqués dans le métabolisme du soufre (SKP2 et MET2) pour lesquels l'impact des variations
alléliques sur la formation de SO, de HS et d’acétaldéhyde a été démontré.
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Figure 3 : Alléles impliqués dans la formation de SO, H2S et acétaldéhyde
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Ceci a permis d’expliquer les différences de comportement des souches. En effet, la combinaison des
alléles favorables permet, a la fois, de limiter la capacité d’incorporation du sulfate trés précocement
dans le métabolisme et d’augmenter I'utilisation des formes sulfites et H2S par l'activité de la voie
d’apport des squelettes azotés conduisant a la cystéine. Une fois ces genes/alléles identifiés, il a été
possible de les introduire a fagon dans d’autres souches de levures, par des approches d’hybridation,
ce qui a permis de générer de nouvelles souches faibles productrices de SO, HoS et acétaldéhyde
(Noble et al., 2015).

3.2.2 Levures cenologiques a caractére aromatique

Thiols : Des avancées récentes ont permis d'identifier un des génes clés impliqués dans la formation
d’'un des thiols du Sauvignon Blanc. En utilisant une approche de cartographie de QTL, il a été possible
d’identifier un alléle du géne IRC7, qui code pour une cystéine desulfydrase impliquée dans la forte
production de 4MMP. La plupart des souches de S. cerevisiae, y compris la souche de laboratoire de
référence, ont une délétion de 38 pb (paires de bases) qui inactive ce géne. La surexpression de l'alléle
long identifi¢ dans une levure de vin a permis d’augmenter la production de 4MMP dans un vin
Sauvignon Blanc, qui est alors passé d'un niveau indétectable (<10 ng/L) a des concentrations de 1000
ng/L, ainsi que celles de 3MH et ABMH (Roncoroni et al., 2011). L'identification de ce géne a permis par
la suite le développement de souches fortes productrices de thiols par des approches d’hybridation
(Dufour et al., 2013)

Terpénols : Les terpénols dont fait partie le géraniol sont des composés trés importants de I'aréme des
cépages musques (muscat, gewurztraminer...). Différentes approches de recherche de QTL ont permis
d’identifier des régions du génome impliquées dans la production de rose oxyde caractéristique du
gewurztraminer, a partir du géraniol a l'odeur de rose (Steyer et al., 2012), mais le géne impliqué dans
ces différences n'a pas encore été identifié. Ces études ont également éclairé les étapes de la
transformation du géraniol. Il est transformé en un autre composé aromatique aux notes citronnées
(citronellol) sous l'action du géne OYEZ et est également transformé en ester durant la fermentation
sous l'action du géne ATF1, ce pool d’ester de géraniol pouvant ensuite étre réhydrolysé par la suite
durant la conservation du vin (Steyer et al., 2013). Un des enjeux actuels, poursuivis dans le cadre du
projet européen YeastCell (ITN-2013-606795) dont I'INRA est partenaire, est d'identifier d’autres alleles
potentiellement impliqués dans la formation de ces composés.

Esters . Récemment une levure aromatique surproductrice d’'esters a été obtenue en utilisant une
approche d’évolution adaptative. Une souche de levure cenologique commerciale a été cultivée pendant
70 générations sur un milieu contenant du gluconate, un sucre mal assimilé par S. cerevisiae et
métabolisé au niveau de la voie des pentoses phosphate (VPP). Cette approche a permis de
sélectionner un variant présentant une meilleure croissance sur ce substrat (Cadiere et al., 2011 ;
Cadiere et al., 2012). Lors de la fermentation du vin, la souche évoluée se caractérise par une forte
production d’esters d’acétate, qui participent au caractere fruité du vin, et par une diminution de la
production d’acide acétique, composé indésirable a forte concentration. Ces modifications sont dues a
un métabolisme fortement remanié, notamment a une amplification de la voie des pentoses
phosphates, une synthése accrue de lipides et des modifications du métabolisme azoté et secondaire.
Des vinifications a I'échelle pilote ainsi que des essais en cave ont confirmé le potentiel de cette souche
pour la production de vins aromatiques et fruités. Cette souche est commercialisée depuis 2012.

Les effets de différents facteurs environnementaux (azote, phytostérols et température) sur la
production des ardbmes de la souche évoluée et de la souche ancestrale ont été évalués. Une
surproduction systématique des alcools supérieurs (a I'exception du propanol) et des esters d'acétate
par la souche évolué a été observée quelles que soient les conditions de fermentation (Figure 4).
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Figure 4 : Caractéristiques aromatiques de la souche évoluée Affinity™ ECA5. Ratios entre les concentrations
finales des ardbmes fermentaires produites par Affinity ™ ECA5 (souche évoluée) et Lalvin EC1118® (souche
ancestrale).

PR: propanol; ISO: isobutanol; IA: alcool isoamylique; HE: hexanol; ME: méthionol; PHE: 2-phényléthanol; EA:
acétate d'éthyle; ISA: acétate d'isobutyle; AA: acétate d'amyle; IAA: acétate d'isoamyle; PEA: 2-
phenylethylacetate; PA: acide propanoique; BA: acide butanoique; IBA: acide isobutanoique; IVA: acide
isovalérique; MBA: acide 2-méthylbutanoique; VA: acide valérique; HA: acide hexanoique; OA: acide octanoique;
DA: acide décanoique; EB: butanoate d'éthyle; DS: succinate de diéthyle; EL: lactate d'éthyle; EV: valérate
d'éthyle; EH: hexanoate d'éthyle; EO: octanoate d'éthyle; ED: décanoate d'éthyle; JED: dodécanoate d'éthyle

Le séquencgage complet du génome de plusieurs souches évoluées ainsi obtenues a récemment permis
d’identifier la mutation responsable de cette surproduction d'esters, ce qui offre la possibilité de
transférer ce caractere a d’autres souches cenologiques. Par ailleurs, d’autres travaux basés sur la
recherche de QTL sont actuellement développés par I'INRA dans le cadre du projet européen YeastCell
(ITN-2013-606795), afin d'identifier des génes et alléles impliqués dans la formation des alcools
supérieurs et esters.

3.2.3 Souche cenologique faible productrice d’éthanol

L’évolution des pratiques vinicoles, la sélection de cépages a fort rendement en sucres et le
changement climatique ont conduit ces 30 dernieres années a une augmentation de la teneur en alcool
des vins de l'ordre de 2% viv. Cette augmentation a des conséquences a plusieurs niveaux : (i) sur la
qualité sensorielle des vins et le déroulement des fermentations, (i) économique, ainsi (iii) qu'en termes
de santé publique. C'est avec I'objectif de réorienter le métabolisme des levures vers la formation de
sous-produits ayant un impact favorable sur la qualité du vin, comme le glycérol, au détriment de
I'éthanol, que des travaux récents ont été conduits visant a sélectionner des souches par adaptation sur
des milieux a forte pression osmotique.

L'obtention de souches a faible rendement en alcool repose sur la modification de leur métabolisme afin
de détourner une partie des sucres vers d’autres sous-produits que I'éthanol. Une démarche d’évolution
expérimentale a été conduite sur une souche cenologique commerciale, consistant a maintenir en
culture les levures pendant plusieurs centaines de générations dans un milieu salin contrélé (en
présence de KCI) imposant un stress osmotique afin de favoriser I'apparition et la sélection de
mutations naturelles orientant leur métabolisme vers une surproduction de glycérol. Il a ainsi été
possible de dévier le métabolisme des sucres vers la formation de glycérol (qui confére au vin de la
rondeur, du moelleux) et de 2,3-butanediol (neutre d’un point de vue sensoriel), sans accumulation de
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métabolites indésirables. Une approche génétique basée sur des croisements de descendants
meéiotiques de la levure évoluée a permis d’'obtenir une souche présentant une déviation métabolique
plus importante. Une souche finale sélectionnée a été évaluée a I'échelle pilote sur mo(ts de raisin : les
vins obtenus présentent une diminution de la teneur en alcool de 'ordre de 1 % v/v et contiennent trés
peu d'acidité volatile. Leur acidité totale est par contre plus élevée, ce qui présente un fort intérét
puisque I'augmentation de la teneur en alcool des vins est le plus souvent associée a des pH trop
élevés (Tilloy et al., 2014). Ces recherches s'inscrivent dans I'effort actuel des chercheurs de 'INRA au
sein du programme LACCAVE (Impacts et adaptations a long terme de la filiére viti-vinicole au
Changement Climatique) pour mieux cerner les impacts du changement climatique et étudier les
stratégies d’adaptation de la filiére viticole.

4. Autres espéces Saccharomyces et hybrides

En dehors de S. cerevisiae, une autre espéce du clade Saccharomyces, Saccharomyces uvarum, est
également capable d’achever la fermentation alcoolique du jus de raisin. On retrouve cette espéce
également associée a la fermentation du cidre (Nguyen et al., 2000). Il s'agit d’'une espéce plus cryo-
tolérante que S. cerevisiae (Belloch et al., 2008), qui confére au vin des notes florales particuliéres liées
notamment & la production de phényl-2-éthanol et de son acétate. Elle produit également peu d’acide
acétique et peut produire des terpénes (Masneuf-Pomarede et al., 2010 ; Gamero et al., 2011).

Au cours des derniéres décennies, un nombre croissant d'hybrides naturels interspécifiques entre deux
ou plusieurs espéces de levure Saccharomyces a été identifié dans les procédés fermentaires
conduisant a des boissons fermentés. L'exemple le plus connu est la levure de brasserie S.
pastorianus, qui est un hybride entre S. cerevisiae et S. eubayanus (Libkind et al., 2011). La
caractérisation moléculaire de levures de vin et de cidre a également révélé de nombreux hybrides
formés indépendamment entre S. cerevisiae | S. kudriawzevii (Gonzalez et al., 2006 ; Erny et al.,
2012),. S. cerevisiae / S uvarum (Masneuf et al., 1998 ; Masneuf et al., 2002 ; Sipiczki, 2008) ou entre
S. cerevisiae / S. kudriawzevii / S. uvarum (Gonzalez et al., 2006).

L'hybridation interspécifique, en fournissant de nouvelles combinaisons de genes, peut conférer de
nouveaux avantages par rapport aux especes parentales. Ainsi, plusieurs travaux ont révélé une plus
grande tolérance des hybrides aux stress ou aux basses températures par rapport a S. cerevisiae lors
de la fermentation du vin (Belloch et al., 2008 ; Gonzalez et al., 2007). Par exemple, S. uvarum et S.
kudriavzevii sont mieux adaptées a la croissance a basse température que S. cerevisiae, tandis que S.
cerevisiae est plus tolérante a l'alcool. Ces hybrides peuvent étre particuliérement avantageux lors de la
fermentation des vins blancs, qui a lieu a basse température (généralement a 10-15° C) afin de réduire
la perte de composés volatils aromatiques. Certains hybrides sont également décrits comme forts
producteurs d'alcools supérieurs, d'esters et de thiols (Gonzalez et al., 2007 ; Dubourdieu et al., 2006 ;
Swiegers et al., 2009). Les caractéristiques aromatiques de souches de différentes espéces et
d’hybrides interspécifiques ont été comparées lors de vinifications sur Gewurztraminer (Figure 5). Cette
analyse, bien que portant sur un nombre restreint d'individus de chaque espéce, a permis de
différencier les origines génétiques sur la base de la production de certaines familles d’arémes : par
exemple, les hybrides S. cerevisiae x S. kudriavzevii se caractérisent par une plus forte production de
terpénols.
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Figure 5: Analyse en composantes principales (ACP) des concentrations en composés volatils de vins de
Gewurztraminer (2008) produits par différentes souches et espéces. Fermentations réalisées a I'échelle de 2
litres en triplicat. A : Cercle de corrélation des variables. B : Carte factorielle des individus. Sp-F31, Sp-UHA37,
Sp-C228 : S. paradoxus; Su-D24 : S. uvarum; Sc x Sk-Eg8, Sc x Sk-EI1D4 (hybrides S. cerevisiae x S.
kudriavzevii), Sc-CIVC8130, Sc-Eg25, Sc-58W3D4 : S. cerevisiae ; Sk-1fo1815: S. mikatae, Sk-1fo1802: S.
kudriavzevii (ici probablement dominé par S. cerevisiae, et Sc-NE : non ensemencé). D'aprés Steyer et Legras
(données non publiées).

5. Espéces non Saccharomyces

L'intérét cenologique des levures non-Saccharomyces a connu un regain d’intérét ces dernieres
années. Si leur impact a longtemps été jugé comme négatif, plusieurs études récentes ont dévoilé
certaines aptitudes technologiques de ces levures, notamment pour leur production d'arbmes. D’une
maniére générale, I'addition des levures non-Saccharomyces, en combinaison avec S. cerevisiae,
pourrait permettre d’accroitre la complexité du produit final, tout en évitant les risques liés a la
fermentation spontanée. Leur contribution a la production d'arémes fermentaires et leur capacité a
excréter des activités enzymatiques d’intérét sont autant de potentialités qui ont été décrites dans de
nombreuses publications (Jolly et al., 2014 ; Sadoudi et al., 2012 ; Dashko et al., 2015 ; Renault et al.,
2015). Cela n’exclue pas la production parfois élevée de certains composés indésirables ; comme chez
S. cerevisiae, il existe une grande diversité phénotypique au sein de chaque espéce, ce qui nécessite
de cribler un grand nombre de souches pour obtenir la bonne combinaison de propriétés d'intérét. Une
autre difficulté est I'existence d'interactions complexes et en grande partie inconnues entre levures. Par
exemple, des effets synergiques ou au contraire négatifs sur la production de composés aromatiques
ont été observés lors de co-cultures de certaines espéces avec S. cerevisiae (Sadoudi et al., 2012). Par
conséquent, la qualité du vin qui résulte de fermentation aprés ensemencement avec un mélange de
levures est assez imprévisible. Quelques couples mixtes sont actuellement commercialisés, offrant de
nouveaux outils pour moduler I'équilibre organoleptique des vins.

Conclusions et perspectives

Plus de 800 composés ont été identifiés comme participant au profil aromatique des vins (Mendes-
Pinto, 2009). Certains de ces composés possedent une contribution individuelle significative, tandis que
d’autres vont agir en synergie ou de fagon antagoniste. Les ardbmes peuvent étre issus directement du
raisin, produits par le métabolisme des micro-organismes, notamment la levure, ou développés au
cours du vieillissement du vin (Francis et Newton, 2005).
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Aujourd’hui, les propriétés aromatiques et en particulier le caractére fruité des vins sont de plus en plus
recherchés. La souche de levure, la composition du mo(t et le mode de conduite de la fermentation ont
un impact majeur sur la production d’arémes au cours de cette étape du procédé de vinification. De ce
fait, la production d’ardbmes fermentaires peut étre modulée en jouant sur la souche de levure ou sur les
conditions de fermentation (températures, nutriments). Les avancées récentes en matiére de
développement de nouvelles souches produisant plus d’arémes fermentaires ou capables de convertir
de maniére plus efficace les précurseurs du modt en ardmes variétaux, offrent des perspectives
considérables pour orienter le profil aromatique des vins. Ces approches ont déja abouti a la mise sur le
marché de nouvelles souches. Leur poursuite devrait permettre d'identifier les bases génétiques des
différences de production d’'un plus grand nombre d’ardmes, offrant de nouvelles perspectives
d’amélioration.

D'autre part, l'utilisation des levures non-Saccharomyces a connu un regain d’intérét ces derniéres
années. Certaines souches appartenant a ces especes présentent en effet des potentialités
intéressantes, notamment aromatiques. Il existe de ce fait une tendance récente et avérée pour
développer des fermentations en culture mixte, combinant une espéce « non conventionnelle » avec
une S. cerevisiae. Si l'utilisation de ces levains mixtes peut constituer de nouveaux outils pour moduler
I'équilibre organoleptique des vins, leur maitrise nécessite une meilleure connaissance, jusqu’alors
fragmentaire, du métabolisme des levures « non conventionnelles » ainsi que des mécanismes
d’interactions avec S. cerevisiae.
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