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Résumé : Une nouvelle technique de la biologie moléculaire, la réaction de polymérisation en char-
ne (PCR) permet l'identification des souches de levures de vinification. Mise en oeuvre directement
sur levures entiéres, elle permet d’obtenir des profils variables selon les souches, par l'amplification de
séquences d’ADN génomique. Utilisée sur lies, la PCR constitue un outil rapide et sensible pour le contré-
le d'implantation des levains en vinification. Cependant, le pouvoir discriminant de la PCR est inférieur
a celui de I'électrophorése en champ pulsé pour la caractérisation des souches de levures indigénes.
Elle doit étre considérée comme une technique complémentaire d’identification des souches de
S. cerevisiae.

INTRODUCTION

Différentes techniques de la biologie moléculaire ont été appliquées a l'identification
des souches de levures de vinification appartenant a l'espéce Saccharomyces cerevisiae
Fanalyse des profils de restriction de 'ADN mitochondrial (DUBOURDIEU et al,, 1987 ; HALLET
et al,, 1989), lanalyse des caryotypes par électrophorése en champs pulsés (BLONDIN et
al., 1990) et 'hybridation de FADN génomique par utilisation de sondes moléculaires spéci-
fiques (DEGRE et al., 1989). Ces trois méthodes s’avérent capables de différencier entres
elles la plupart des levures industrielles ainsi que les levures indigénes rencontrées au cours
de fermentations spontanées, mais la plus facile a mettre en ceuvre est 'analyse des caryo-
types. Une quatriéme technique est depuis peu utilisée, la réaction de polymérisation en chai-
ne (PCR). Découverte en 1985 par SAIKI et al., elle a d'abord été appliquée a l'identification
de différentes espéces de plantes et de bactéries, ainsi qu’a la détection des virus. NESS
et al. (1993) ont récemment utilisée la PCR pour identifier les souches de Saccharomyces
cerevisiae. La technique est basée sur lamplification de séquences d’ADN génomique com-
prises entre les éléments répétés &, générant des profils variables selon les souches. Pour
une souche donnée, ces profils sont reproductibles et stables au cours de la multiplication
végétative.
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Nous proposons ici un protocole simplifié de cette technique mise en oeuvre sur levures
entiéres et comparons son pouvoir discriminant des souches de vinification a celui de l'ana-
lyse des caryotypes par électrophorése en champ pulsé.

MATERIELS ET METHODES

| — SOUCHES DE LEVURES UTILISEES

Les levures indigénes ont été prélevées a différents stades de la fermentation alcoolique
en vinification en rouge dans différents crus de la région bordelaise. Elles appartiennent toutes
alespece Saccharomyces cerevisiae.

Il — OLIGONUCLEOTIDES

Les oligonucléotides amorces sont synthétisés dans un automate, Applied Biosystéme
341. Les séquences oligonucléotides sont celles préconisées par NESS et al. (1992) ; loli-
gonucléotide 5 1 a pour séquence 5 CAAAATTCACCTATA/TTCTCA 3’ et l'oligonucléoti-
de 825 GTGGATTTTTATTCCAACA 3

Il — CONDITIONS D’AMPLIFICATION

La réaction d’amplification est réalisée directement sur levures entiéres aprés croissan-
ce sur milieu solide (YPG agar) jusqu’a la phase stationnaire ; une colonie est alors mise en
suspension dans 1 ml d’eau milliQ stérile. Pour les levures séches actives, l'amplification est
réalisée directement sur les “vermicelles” réhydratés dans de 'eau milliQ stérile. La réac-
tion d’amplification peut également étre réalisée a partir de lies prélevées a la fin de la fer-
mentation alcoolique et remises en croissance sur milieu solide YPG.

Aprés deux lavages successifs a I'eau milliQ, les cellules sont portées a la température
de 95°C pendant 10 min afin de perméabiliser les enveloppes cellulaires.

Les cycles damplification sont réalisés par un automate, DNA Thermal Thermocycler
480, Perkin Eimer. Le volume réactionnel final, 40 pl, contient 2 & 4.10 6 cellules / ml, 4 pl
de tampon Promega (KCL 500 mM, tris-HCL 100mM, Triton X-100 1 p. cent, MgCL2 256mM),
1 uM de chaque oligonucléotide, 200 uM de chaque dNTP* (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
substrats de 'enzyme, et enfin 2,5 unités de Taq DNA polymérase Promega. Le processus
d’amplification décrit par NESS et al.(1993), comprend de 34 cycles selon la programmation
suivante : 95°C pendant 30 s pour 'étape de dénaturation, 45°C pendant 30 s (pour les 4
premiers cycles) et 42°C pendant 30s ( pour les 30 autres cycles) pour I'étape d’hybridation
et 72°C pendant 2 min pour I'étape de synthése.

Les fragments résultant de I'amplification sont analysés par électrophorése horizontale
en gel d’agarose a 1,8 p. cent, en présence de bromure d'éthidium. L’ADN visualisé sous UV
a 524 nm est photographié (film polaroid négatif, type 665)

dNTP* : désoxyribonucléotide triphosphate, dJATP : désoxyadénoside 5'triphosphate, dCTP : désoxycytosine
S'triphosphate, dGTP : désoxyguanosine 5' triphosphate, dTTP : désoxythymidine 5' triphosphate
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IV — ANALYSES DE CARYOTYPES PAR ELECTROPHORESE A CHAMPS PULSES
L'analyse des caryotypes par électrophorése a champs pulsés est réalisée dans les condi-
tions décrites par FREZIER et al. (1992).
RESULTATS

| —PROFILS D’AMPLIFICATION PAR PCR DES SOUCHES INDUSTRIELLES

Sur les 21 souches de levures séches industrielles analysées (tableau I), différenciées
par les analyses de caryotypes dans des travaux antérieurs, 20 présentent des profils
d’amplification différents; 2 souches seulement (522M et SIHA3) ont le méme profil
d’identification.

TABLEAUI

Levures séches industrielles cenologiques utilisées

Dénominations Souches Origines
commerciales

Zymaflore VL1 VL1 Institut d'CEnologie de Bordeaux
Actiflore F5 F5 Institut d'CEnologie de Bordeaux
Zymaflore F10 F10 Institut d'CEnologie de Bordeaux
Zymaflore VL3a VL3a Institut d'CEnologie de Bordeaux
Zymaflore VL3b VL3b Institut d'CEnologie de Bordeaux
Zymaflore VL3¢ VL3c Institut d'CEnologie de Bordeaux
522 Davis 522D Université de Davis

Levuline ALS EG8 INRA Colmar

Levuline BRG BRG Université de Bourgogne

Siha Levactif 3 Siha 3 Darmstadt

Siha Heffe 7 Siha 7 Darmstadt

Actiflore Killer K1 INRA ICV

CEnoprox L1597 L1597 ITV Val de Loire

Actiflore Bayanus B0213 Lallemand

ICV D47 D47 ICV

ICV D254 D254 ICV

CEnoferm M1 M1 Université de Massey

CEnoferm M2 M2 Université de Massey

Vin7 Vin7 Courtesy of Anchor Yeast

N 96 N 96 Courtesy of Anchor Yeast

WE 14 WE 14 Courtesy of Anchor Yeast
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La figure 1 rapporte, a titre d’exemple, les résultats obtenus pour 9 souches.Ceci confir-
me, sur un plus grand nombre de souches les premiers résultats déja obtenus par NESS et
al.(1993). En outre, la PCR peut étre mise en oeuvre sur cellules entiéres, sans extraction
préalable de FADN génomique. Dans ces conditions, I'analyse de 25 souches requiert 2
heures pour la préparation des souches, 3 heures d’amplification et 3 heures de migration
en électrophorése.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fig. 1 — Electrophorése sur gel d'agarose a 1,8 p. cent
des fragments amplifiés des souches industrielles.
1 : Témoin négatif, 2 : F10, 3: VL1, 4:VL3a, 5: BO213, 6 : 522,
7:L1597,8: ALS,9:K1, 10:VB20

il — CONTROLES D’IMPLANTATION DES LEVAINS EN VINIFICATION PAR PCR

La PCR peut étre appliquée au contrdle d'implantation des levures séches actives dans
un mo(t de raisin ensemencé; les analyses sont effectuées, sur biomasse totale, a partir des
lies dont les profils d’amplification sont comparés a ceux de la souche de levure inoculée. La
figure 2 donne 'exemple d'implantations réussies, ou les profils des lies et du levain sont iden-
tiques. La figure 3, montre que 'implantation des souches A, D et E a échoué tandis que les
souches B et C se sont implantées, sur le méme mo(t dans des conditions de vinification
identiques.

Le seuil de détection d’'une souche contaminante, présentant un profil d’amplification dif-
férent du levain étudié, a été déterminé au laboratoire par mélange des 2 souches en pro-
portions variables. On compare les profils damplifications des mélanges a ceux des souches
pures. Dans I'exemple donné a la figure 4, la souche contaminante est facilement détectée
a 1p. cent, en accord avec les résultats de NESS et al. obtenus sur ADN extraits. Cependant,
dans des fermentations en cave, plusieurs souches minoritaires indigénes peuvent coexis-
ter avec la souche ensemencée. On peut donc estimer que la PCR effectuée a partir des lies
permet d’apprécier un taux d'implantation du levain au moins égal a 90 p. cent, lorsque le
profil damplification des lies et du levain sont identiques.
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Fig. 2 — Exemple d'implantation réusssie
1 : témoin négatif, 2 : LSAA,3:LSAB, 4:LieB,5:LSAC,6:LieC,7:LSAD,
8:LieD,9:LSAE, 10:Lie E, 11 : Lie A, M : marqueur de taille.

12.345678910111213M

Fig. 3— Exemple d'implantation non réusssie
1: Témoin négatif, 2: Lie A, 3:LSAA, 4:LieB,5:LSAB,6:LieC,7:LSAC,
8:LieD,9:LSAD,10:LieE, 11:LSAE, 12: Lie F, 13: Lie G, M : marqueur de taille.

123 45 M6 7 8

Fig. 4 — Détermination du seuil de détection d'une souche contaminante
1 : Témoin négatif, 2 : souche A 70%, souche B 30%, 3 : souche A 80%, souche B 20%,
1 : souche A 90%, souche B 10%, 5 : souche A 99%, souche B 1%, M : marqueur de taille
6 : souche A 99,9%, souche B 0,1%, 7 : souche A, 8 : souche B.
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Il — PROFILS D’AMPLIFICATION PAR PCR DES SOUCHES INDIGENES DE
S.CEREVISIAE

Le prélevement au hasard, aprés étalement sur milieu solide, de 78 colonies de
Saccharomyces cerevisiae provenant d’ un vin en fermentation spontanée a été effectué.
Sur chaque colonie on réalise d’'une part une amplification par PCR, d'autre part une analy-
se de caryotype par électrophorése a champs pulsés (figure 5). On obtient 6 profils dampli-
fication différents et 10 caryotypes distincts. Les colonies présentant des profils d’amplification
différents possedent des caryotypes différents, 'inverse n’est pas systématique. Ainsi, les 60
colonies ayant en PCR le profil 1 n'ont pas toutes le méme caryotype; 42 possédent le caryo-
type A, 13 le caryotype B, 5 le caryotype C; de méme, les 3 colonies caractérisées en PCR
par le profil 3 ont chacune un caryotype différent. On doit donc en conclure que le pouvoir
discriminant de la PCR est inférieur a celui de analyse des caryotypes pour la différencia-
tion des souches indigénes de S.cerevisiae provenant d’'un méme prélévement (une méme
cuve dans cet exemple). Il apparait en outre que les souches indigénes provenant de caves
différentes du vignoble bordelais et distinguées par leurs caryotypes possédent en commun
certaines séquences amplifiées identiques en PCR (500 et 350 pb) (figure 6).

+« 501 pb
+ 320 pb

Fig. 6 — Electrophorese sur gel d'agarose a 1,8% des fragments amplifiés des souches indigénes.
1 : Témoin négatif, 2 a 8 : souches indigénes différentes, M : Marqueur de taille

DISCUSSION ET CONCLUSION

La technique de la PCR constitue un outil rapide et sensible pour le contréle d'implanta-
tion des levains de vinification. Elle peut s’appliquer sur lies prélevées soit en fin de fermen-
tation alcoolique, soit plusieurs jours aprés la fermentation alcoolique. Cependant, cette
technique d'identification des souches de S.cerevisiae est moins discriminante que lanaly-
se des caryotypes par électrophorése en champ pulsé pour la caractérisation des levures
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indigénes ; le polymorphisme étudié par PCR est plus faible que celui mis en évidence par
électrophorése en champ pulsé concernant la taille des chromosomes et la ploidie des
souches. La PCR, plus rapide, permet néanmoins d’effectuer un premier tri dans une popu-
lation de levures indigénes ; en effet, si les profils d’amplification différents entre eux carac-
térisent des souches de levures différentes, les colonies présentant un méme profil
d’amplification peuvent correspondre a des souches différentes. Ces colonies nécessitent
alors une analyse complémentaire par électrophorése en champ pulsé afin d’affiner la dis-
crimination.

Manuscrit regu le 25 Février 1994 ; accepté pour publication le 28 mars 1994
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