Brettanomyces : biodiversité et conséquences.
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Résumé :
Brettanomyces Les levures productrices de phénols volatils sont auj our d’ hui rel agd iAfine men't
d’" " amél iorer encore | a mait¢gsiesa de nxce I ilxedv wroersmed 'naolutvéerl a

les origines des contaminations par Brettanomyces e n s’ a papdiff§teacintion ggnétitjue des souches de
Brettanomycebruxellensigprésentes sur le raisin par rapport a celles isolées dans les vins issus de ces raisins.

Les premiers résultats montrent que les souches isolées sur grappes sont génétiquement différentes des souches
présentes dans | es vins. D’ autre part, i est possi bl
avec,engénéra,l a 3 génotypes majoritaires qui représentent |
L"étude réalisée en 200 8ppelhthorss &8 p o mmidssachés dbBletladoenyedt s (1
qui se différencient, selon le nombre de marqueurs utilisés, en 42 a 123 génotypes. Les souches sont globalement

spécifiques des domaines dans lesquels elles sont isolées ; et moins de 5 % des génotypes peuvent étre commun a

plusieurs cuvages. Ces nouveaux résultats tendent a minimiser les risques supposés liés aux Brettanomyceprésentes

sur le raisin.

Introduction

Les levures du genre Brettanomyceseprésentent un probléme majeur pour la qualité organoleptique du vin. En effet,

ces levures générent une grave altération du produit en transformant les acides phénols naturellement présents en

composés volatils odorants non-qualitatifs : les phénols volatils.

De nombreux travaux 0 nt d’ors et aflnéde bourni teconei nédessdirds & la prévention des
contaminations. Ainsi, la connaissance globale de Brettanomyceg st auj our d’ hui établie mai:
a (aux) | "origine(s) de ces levures d’'altérations dans
Deux voies sont ,dac¥ pramdntllacantentinhtionales Vins gart des deeures déja présentes sur les

raisins, levures dites « exogénes ou sauvages » car apportées en cave par des ¢léments extérieurs. Ces Brettanomyces

exogenes pourraient s’'adapt er eprodisreensuitellaltératipnlddis @ns. en cour
La 2"* voie milite en faveur des Brettanomyces endogénes ou domestiques », qui, au contraire de leur homologues

exogenes, seraient présentes dans le cuvage et contamineraient| es modts et/ ou | es vins par
souillés ou plus sournoisement par le biais de contaminations croisées entre deux vins lors des opérations de

rempli ssage, etc..

L’ objectif est donc de mi eu ginefpassibiesea fli an pdd retmpd eosy ead h adsees r

adaptés a un cas ou a | " autre.



Matériel et méthode

L' étude de Biettamomycerit bage sdr dasdifférenciation d e | ’pdlydiphe amplifié de maniére
aléatoire (Random Amplified Polymorphic DNA : RAPD) des levures Brettanomycessauvages et domestiques,
permettant ainsi de déterminer un génotype. Cette étude est scindée en 3 phases :
1. Recherche et isolement des Brettanomycesauvages sur les raisins de parcelles sélectionnées : les raisins sont
prélevés en sachets stériles dans lesquels ils sont foulés et incubés a 28°c pour réaliser la fermentation alcoolique.
En fin de FA, les vins sont soutirés stérilement en flacons de verre et incubés a 18°C. La recherche de
Brettanomycesst effectuée réguliérement sur milieu gélos¢é YPD (Yeast extract, Peptone, Dextrose) j us qu’ a
| " appdauindn) eb’'nune popul atLés Brettarmmykesnisssaen €vidence a ce stade sont
obligatoirement issues de levures sauvages, présentes sur le raisin lors du prélévement en sac. Ces souches purifiées
sont conservées dans |l a collection de microorgani smes
2. Recherche et isolement des Brettanomycesans les vins issus des raisins des parcelles sélectionnées : les vendanges
sont traitées au domaine selon les itinéraires propres au vinificateur. 2 et 6 mois apres FA, des prélévements stériles
sont effectués sur les appellations choisies. Les levures du genre Brettanomycesont dénombrées en laboratoire sur
milieu gélosé YPD. Les souches sont isolées, purifiées et conservées dans la collection.
3. Comparaison des génotypes des Brettanomycessolées sur raisin et danslesvins: | ~ ensembl e des sou
est analysé par biologie mol écul air ecollDand N tenpst pr ép
| " appartenance Bretmnorhyeegsucondirmée génétiqgraent pae PCR ITS puis les génotypes

sont différenci ésamgrecedRARD ddiférehtés UOPB15, OPD@3tetiOPFh6. d e 3

Photo 1 &2 : Profils RAPD apres
amplification desADN avec le primer
OPB15 (1) oule primerOPF16 (2)

La différenciation peut se faire a partir d usre u | pri mer , dma primers Isupplétentdirés peanieti 0 n
d’affiner |l es résultats.

Résultats

Les essais réalisés en 2006, 2007 Brettanodywds8 un/'aaqgrets pjeur mins

(Figure 1) sur des raisins de gamay et de pinot noir respectivement prélevés sur une parcelle de Morgon (Beaujolais) et
une parcelle de Hautes Cotes de Beaune (Bourgogne). Sur la 1 parcelle, 2 souches génétiquement différentes sont

isolées (génotypes 06G11 et 06G12). Sur la 2™ parcelle, un seul génotype (06G13) est révélé.

L’analyse des vins issus de conamsinéspa Bretmdomyeen desnmpulhtione q u e
respectives de 10° ufc/ml dans le Morgon et 10* ufc/ml pour le Haute Cotes de Beaune.

Pour le Morgon, la totalité de la population étudiée est homogéneetc o mposée d’ une souealtrse de ¢
que pour le Hautes Cotes de Beaune la population contaminante étudiée se compose de 3 souches génétiquement

différentes 06G14 (40 % de la population), 06G15 (40 % de la population) et 06G16 (20 % de la population).



Proportions des différents génotypes
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Figure 1: Comparaison des génotypdgsBrettanomyceprésentes sur raisins ou dans les vins.

Si la présence de Brettanomyces u r

le probléme de la réelle capacité de ces levures sauvages a S ’

rai sin n

a d a p tosamineelés vids aprés fermentation. En

effet, les résultats de 2006 sur ces 2 appellations, montrent que les souches qui contaminent les vins sont génétiquement

di fférentes

de cel

Cette 1°° approche semble orienter vers |

Il es qui sont présentes

idée de cont ami

La suite de nos essais conforte cette hypothése.

En 2008, 3 domaines S 0 n t

souches de Brettanomycesont isolées. La

partenaires

1 ére

souches se répartissent en 42 génotypes différents (Figure 2).
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Figure 2: Comparaison des génotypes d&®ttanomyceslans les vins en fonction des domaines.

Utilisation du primer OPB15.
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Les résultats avec le primer OPB15 montrent que chaque cuvage posseéde ses propres levures quelques soient les
appellations analysées. Chaque cave présente 2 ou 3 souches majoritaires (génotypes 08A14, 08A18 et 08A17 pour le
1° domaine, génotypes 08A32 et 08A33 pour le 2™ domaine et génotypes 08A11, 08A05¢et 08A10 pour le 3°™). Les

génotypes majoritaires dans un domaine sont généralement retrouvés dans tous les vins étudiés dans ce domaine.

Sur les 42 génotypes différenciés, un seul (08A14) est présent dans les 3 cuvages, sous forme majoritaire dans le 1% et
minoritaire dans les domaines 2 et 3.

Cependant, I " af fi nement de I’
d’ autres génotypes au s ei n podrebsnirdiralement e répantitiod ded 385 gonchee

en 123 génotypes différents (Figure 3).
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Figure 3: Comparaison des génotypes dé®ttanomyceslans les vins efionction des domaines.
Utilisation des 3 primers OPB15+OPD03+OPF16.

Grace a cette analyse plus fine, il apparait que le génotype 08A14 peut étre subdivisé en plusieurs génotypes différents.

anal yse p g¢rmetldé differentier s at i o |

avec

Ainsi, aucun des 123 génot yomansseteebldmentdosdes génogpestpeupnt éres e nt d

communs a 2 cuvages, comme 08G33 présent de facon majoritaire dans le domaine 2 et minoritaire dans le domaine 1.
Pour chaque cave, 40 a 50 % des levures Brettanomycese retrouvent dans 6 ou 7 génotypes majoritaires alors que les
50 a 60 % restant se distribuent entre plusieurs dizaines de génotypes minoritaires. Le domaine 3 par exemple présente

6 génotypes majoritaires et 49 génotypes minoritaires.

Conclusion

L' étude de | a b iBeetlanomgceaspérmiside révdesl 'l eexviusrteesnce de souches s

et non d’atplpnetird emévidermandss différences génétiques entre les levures du raisin et celles des vins
correspondants. Ces résultats sont comparables a ce qu ' 0 n  oparsaifleury @ur Saccharomyces cerevisjagt
semble disculper les levures Brettanomycesauvages et renforcer la culpabilité des levures Brettanomycedomestiques.
La poursuite des travaux sur les millésimes a venir permettra de confirmer ou non cette hypothése afin de définir, au

mieux, si la lutte anti-Brettanomycesoit se jouer au vignoble ou au chai.



En |’ état actuel des connai ssanmeedds,r ei le na pguavrr ai tp oaug p d n ch

des Brettanomyceslomestiques avant que de vouloir éradiquer, au vignoble, par de nouveaux traitements, une petite

population de Brettanomycesauvages, a priori peu capablesd e s’ adapt er , deemulplier poyp | ant er
produire le défaut final.

L'’ hygi éne en ~cave, la maitrise des itinéraires de vi
microbiologique des vins par un sulfitage raisonné et adapté'”, sont, pour |’ heure, l es poi
vinificateur pourras ' appuyer pour éviter |l e fléau des phénol s.
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