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Strategies d’amélioration des levures oenologiques
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Ingénierie génétique (OGM)

Introduction de Modification de
nouveaux genes genes existants
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Génome de la levure Saccharomyces cerevisiae

1996 : Décryptage du génome de la levure de
laboratoire Saccharomyces cerevisiae

13 millions de paires de bases

Environ 6000 genes
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Applications

Simplification des procédés de vinification
 Souche malolactique [
» Souches sécrétant des enzymes : pectinases, cellulases ==
» Souche utilisant mieux le fructose

Ameélioration de la qualité organoleptique des vins sy

» Souche acidifiante s pipog ™3 it e

» Souches a forte production d’esters - f ﬁ;\ -

« Souches productrices de glucosidases NN S

» Souche a faible rendement en alcool R Vg (i A
herbacé pellicule

Amélioration de la qualité sanitaire s

» Souches a production d’urée réduite (carbamate d’éthyle)
» Souches productrices de bactériocines (antibactérien,
reduction SO,)
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Levures acidifiantes : production d’acide lactique

Geéne bactérien de Sucres
lacticodéshydrogénase
(LDH)

ADHp __ LDH___ ADHt

' 4 X

Acide lactique + CO, Ethanol + CO,
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Levures acidifiantes : impact sur le pH des vins

pH
4 -
Gene LDH
3.57
- O K1
@ B K1- LDH
2.5
souches produisant
5 g/L acide lactique 2

MS M1 M2 M3 M4

Impact sur le pH : 0.2 2 0.35 U selon le modt

Dequin et al, AJEV 1999

S. Dequin, UMR SPO Euroviti, Angers, 11 janvier 2010



Levures faibles productrices d’alcool : approche glycerol

» Diminution du rendement éthanol de 15-20%
» Maitrise de la formation des sous produits

Glucose
NAD* NADH
'Glycero M 2,3-butanediol
GPD1
Glycolyse NADP*

NAD*  NADH NADPH

l Ethanol <AL Acetaldehyde ===l Acetoin

*ald6

Acetate

N Pyrfvate BDH1*

Ehsani et al, AEM 2009
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Levures faibles productrices d’alcool : approche glycerol

EC1118 GPD1lald6BDH1 Sucres
Chardonnay

Glycerol BDH1 2 3-putanediol

- R 3 Réduction éthanol de 1.5°

220mg/L 70mg/L acetoine: < 70 mg/L

Seuil de détection acetoine
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Autres strategies d’amelioration : évolution dirigée

EX: croissance sur
un substrat mal
assimilé

X générations # taux mutations Souche évoluée
P diversité
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Propriétés de ECA5

Analyse 13C-flux
EC1118/
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Acétate «
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Faible effet sur la
production d’éthanol

Cadiere et al, submitted

MS 70 240g/L glucose 18C

0.6
0.5

0.4
= '
oo |
Q 1 -
%%02 | 2
14
0 *I(': T T - T

0] 200 400 500 800
Temps {h}

Acetate (g/L)

07

05 -+

0.4 -+

03+

02—

0.1 +

Propriétés
aromatiques

Euroviti, Angers, 11 janvier 2010

S. Dequin, UMR SPO



Acces a la diversite des genome par sequencage

Des génomes de différentes souches de Saccharomyces séquences

Le génome d’une souche oenologique commerciale séquence : EC1118
Novo et al, PNAS, sept 2009

Eukaryote-to-eukaryote gene transfer events revealed
by the genome sequence of the wine yeast
Saccharomyces cerevisiae EC1118
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Variations du génome de EC1118 par rapport aux autres souches

» Réarrangements chromosomiques

» Présence de nouvelles régions/nouveaux genes apportes par
transfert horizontal
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Region | e Introgression de  Z. bailii
38 Kb /
Region B | XIV E ]
17 Kb
Region C | XV =

(]88 EC1118 unigue chromosomal regions

= Ampleur du polymorphisme de séquence : > 50 000 mutations
entre EC1118 et la souche de référence

Base principale de la biodiversité phénotypique -
Novo et al, PNAS 2009 L gﬁﬁfﬁ
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|dentifier les bases genetiques des propriétés des souches

= Approches de génétique quantitative, recherche de QTL
(quantitative trait locus)

Création de lignées recombinées

Analyse phénotypes / génotypage

— des milliers de marqueurs

= |dentification de correlations marqueurs — caracteres

=> Acces aux polymorphismes impliqués dans des propriétés des
souches
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Conclusion/perspectives

= Nombreuses souches développées au cours des 15 dernieres années,
certaines ayant un fort potentiel dans le contexte actuel (faible rendement

alcool ou acidifiante)

Limites : acceptabilité des approches OGM

= Les démarches actuelles s’appuient sur des approches non OGM : évolution
dirigée, hybridation assistée par marqueur

Connaissance du géenome :
v'meilleure compréhension de la physiologie des levures
v'acces aux bases génétiques des propriétés technologiques
v' définition de cibles pour I'amélioration génétique ou la sélection
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