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Résumé : Sous certaines conditions de laboratoire (30 jours d’obscurité totale suivis de 21 jours de maintien en
serre sous une photopériode de 12 heures), il est possible d’obtenir une production de pigments anthocyaniques par
les feuilles de boutures a 1 ceil du cépage Carignan avec un rendement égal a 25 p. cent de celui des feuilles du
méme cépage cultivé au vignoble dans la région d’El Khenguet (Tunisie). L’analyse par chromatographie liquide
a haute performance montre que ce sont les mémes molécules qui sont synthétisées par les boutures, mais avec une
plus forte proportion d’anthocyanes estérifiées.

Abstract : Under some laboratory conditions, it is possible to obtain a production of anthocyanins by the leaves of
grape cuttings.

The objective of this work consists in the comparison between contents in anthocyanin pigments of leaves of stem-
ming Carignan of one eye cuttings cultivated in various conditions of laboratory with those of leaves of the same
cultivated grape to the vineyard in the area of El Khenguet UCP Sidi Slama (Tunisia).

We have measured the growth in length and in diameter of stems of the cuttings processed 30 days in total dark-
ness and compared to cuttings witnesses raised in greenhouse. The same comparison has been undertaken on cut-
tings having undergone 30 days stay in total darkness and 21 days of maintenance in greenhouse with witness
that has undergone 51 days in greenhouse.

The total darkness during 30 days favors the growth in length and in diameter of shoots, reduced the leaf surface,
and blocks the synthesis of anthocyanin as compared to the photoperiod of 12 hours of darkness/12 hours of
light.

The total darkness during 30 steady days by a photoperiod of 12 hours light/12 hours darkness during 21 days
induces a resumption of the leaf growth and a synthesis of anthocyanins in leaves and in stems.

The analysis of the anthocyanin, undertaken by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) allowed to
detect the five anthocyanin 3-monoglucosides following: Delphinidin MG3 - Cyanidin MG3 - Petunidin MG3 -
Pzonidin MG3 and Malvidin MG3.

They are in the free form and in the combined form, esterified by acetic, cafeic and coumaric acids in stemming
leaves of the vineyard as well as in those developed in the laboratory. The combined anthocyanins are better repre-
sented in the cutting cultivated in laboratory.

The Cyanidin 3-monoglucoside, the Peonidin 3-monoglucoside and the Malvidin 3-monoglucoside present a maxi-
mal content at the period of the fall of leaves. The other anthocyanin pigments have similar contents always wea-
ker than those of Cyanidin MG3 and Pzonidine MG3.

The output in total anthocyanin obtained of the cuttings of the laboratory is equal to 25 p. cent of that of the vineyard.

Mots clés : anthocyanines, Vitis vinifera L., Carignan, boutures, feuilles, vignoble, serre

Key words : anthocyanins, Vitis vinifera L., Carignan, grape cuttings, grape leaves, vineyard,
greenhouse

J. Int. Sci. Vigne Vin, 1999, 33, n°1, 9-18
1 : correspondance : B. EZZILI -9- ©Vigne et Vin Publications Internationales (Bordeaux, France)



EZZILI B. et al.

INTRODUCTION

L'importance des composés phénoliques de la Vigne
est démontrée dans toute la filiere liée au raisin et au
vin : vinification, maladies des vins, conservation et
vieillissement du vin, typicité des vins (SINGLETON
et ESAU, 1969 ; RIBEREAU-GAYON, 1972), indice
de maturation du raisin (AUGUSTIN et GLORIES,
1992), etc. Certains travaux ont été consacrés aux antho-
cyanes et aux tanins des feuilles de Vigne en vue de
mieux comprendre le métabolisme et le controle géné-
tique de ces composés phénoliques (DARNE et
GLORIES, 1988 ; DARNE, 1991), d'autres ont ana-
lysé les feuilles de Vigne rouge pour leurs propriétés
hygiéniques et médicinales (LAPARRA et DARNE,
1989 ; EZZIL1 et al., 1997). Mais la Vigne étant trai-
tée contre les maladies cryptogamiques et parasitaires,
les feuilles rouges provenant du vignoble peuvent ren-
fermer des résidus de fongicides et d’insecticides.

Le lavage a I'eau avant extraction, |'atomisation
(LAPARRA et DARNE, 1989) ou la lyophilisation des
extraits (EZZILI et al., 1997) peuvent étre a I'origine
d’une diminution de la teneur en ces pigments.

La recherche d'un procédé biotechnologique ou
d’un autre mécanisme de production de ces métabo-
lites secondaires au laboratoire, sans que la Vigne soit
traitée par les pesticides, peut étre un objectif impor-
tant comme cela a été fait avec d'autres plantes supé-
rieures (TAKEDA, 1988 et 1990). Ajoutons que la
production de métabolites secondaires par des feuilles
d’arbres nécessite un développement de la plante qui
dure au moins 4-5 années. TABATA et al. (1974) et
ZENK et al. (1978) ont montré que les cellules végé-
tales peuvent avoir un potentiel de biosynthese et pro-
duire des métabolites secondaires. Toutefois la
variabilité biochimique notée au cours des repiquages
entraine une diminution dans les teneurs de ces méta-
bolites secondaires. Dans certains cas, les cultures
n’accumulent pas beaucoup de composés attendus
(BERLIN et al.,1985). Les métabolites formés ne sont
pas éliminés dans le milieu, ils sont synthétisés dans le
cytoplasme (ZENK, 1985) et stockés dans la vacuole
(SANDERS et al., 1977 ; KREIS et REINHARD,
1987 ; RENAUDIN et al.,1985). Ces différents pro-
blémes n’ont pas aidé cette technique alternative a trou-
ver sa place dans la biotechnologie végétale de
production, nous avons donc cherché d’autres moyens
moins coliteux et pouvant arriver a un résultat inté-
ressant ; d’ou 1’idée d’utiliser les boutures de sarments
de Vigne et un procédé biophysique : la transduction
des signaux lumineux.

L’ objectif de notre travail consiste a faire produire

ces métabolites secondaires par les rameaux et le
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feuillage de boutures de Vigne a un ceil cultivées au
laboratoire. Afin d’apprécier la technique d’obten-
tion de ces produits, nous avons comparé la composi-
tion en anthocyanes foliaires des boutures d’un cépage
noir classique, le Carignan, a celle des feuilles du méme
cépage récoltées dans le vignoble a 3 dates de préle-
vement.

MATERIEL ET METHODES
I - MATERIEL VEGETAL

Les feuilles de Vigne proviennent du cépage
Carignan (Vitis vinifera L.) et sont issues de 1I’'Union
Coopérative de Production ( Khenguet EL Houjjaj Sidi
Slama, Tunisie). Elles ont toujours été prélevées en face
de la grappe de rang 1 sur le rameau principal.

Les prélevements dans le vignoble ont été effectués
en 1996 a 3 dates : le 02/10, Ie 17/10 et le 31/10.

Par ailleurs, 2 000 boutures de Carignan provenant
de la méme parcelle ont été coupées a une longueur
standard de 12 centimetres, ébourgeonnées afin de ne
retenir que le bourgeon de rang 8, puis plantées dans
des bocaux de 1 litre contenant de 1'eau de ville dont la
composition est donnée dans le tableau 1.

TABLEAU I
Composition de I’eau de ville utilisée
dans nos expériences
Table I - Composition of the city water used
in our experiments

Eléments mg/l
K 6,5
Ca 144,5
Mg 36,5
Cl 362
NO3- 0
SO4-- 400
PO4--- traces
Fe 09

Les boutures ont ét€ maintenues a 1'obscurité totale
dans les conditions suivantes : humidité relative de
60 p. cent et température constante (23°C =+ 2).

Le nombre de bourgeons ayant atteint le stade de
débourrement appelé DO a été noté chaque jour.

Tous les quinze jours, les boutures ont été lavées a
l'eau courante et, par voie de conséquence, légerement
éclairées pendant une heure. Cette opération a été faite
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deux fois durant le prétraitement a I'obscurité. Trente
jours apres la date de débourrement a 1'obscurité totale,
les boutures ont été transférées dans une serre dont les
conditions étaient une photopériode de 12 heures de
lumiere/12 heures d'obscurité, une température de
23°C+ 2 et un degré d'humidité de 60 p. cent. Trois
semaines plus tard, les feuilles devenues rouges ont été
récoltées.

Nous avons apprécié la croissance en longueur et
en épaisseur des pousses des boutures traitées a ['obs-
curité totale par rapport a celles de boutures témoins
élevées en serre. Les mémes mesures ont été effectuées
sur les rameaux de boutures ayant d’abord subi 30 jours
de prétraitement a I’ obscurité totale avant d’€tre trans-
férées pendant 3 semaines en serre et comparées a celles
faites sur un témoin qui a subi 51 jours de serre.

Les feuilles issues des rameaux provenant des bou-
tures a un ceil cultivées au laboratoire d'une part, et
celles prélevées au vignoble les 2, 17 et 31 octobre
d’autre part, ont été congelées pendant 15 jours, puis
lyophilisées et réduites en poudre fine.

11 - ETUDE DES ANTHOCYANES
1) Préparation des échantillons

L’extraction des anthocyanes a été réalisée sur
1 gramme d’échantillon selon la technique de DARNE
et MADERO-TAMARGO (1979). Les extraits phé-
noliques ont été concentrés sous vide puis repris dans
2 ml de méthanol a 1 p. cent d’HCI (v/v).

2) Dosage des anthocyanes

Les différentes molécules ont été séparées par chro-
matographie liquide a haute performance (CLHP) selon
les conditions chromatographiques suivantes :

- Colonne = Lichrocart 250 mm - 4 ;

- Phase stationnaire = Lichrospher 100 - RP -18
(S pm);

- Phase mobile : Mélange binaire d’un solvant « A »
(eau a 5 p. cent d’acide formique, pH =2,1) et d’un
solvant « B » (Méthanol R.P. a 5 p. cent d’acide for-
mique) préalablement filtrés sur membrane de 0,45 um,
selon le gradient d’élution suivant :

40 40,5 45
100 100

temps en minutes 0 10
% solvant B 20 20 60

- Débit : 1 ml par minute ;

- Température : ambiante (23°C) ;
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- Volume injecté : 20 ul d’extrait ce qui correspond
a 1 mg MS préalablement filtré sur membrane de
045 um ;

- Détection : par spectrophotométrie a A 520 nm
avec un détecteur Beckman 168 a barette de diodes ;

- Cellule de 11 pl;
- Trajet optique de 10 mm.

Les teneurs ont été calculées par étalonnage externe.

RESULTATS

I - LES COMPOSES ANTHOCYANIQUES DES
FEUILLES DE CARIGNAN ISSUES DU
VIGNOBLE D'EL KHENGUET

1) Nature des anthocyanes

Suivant la date de prélevement, on obtient de 9 a
18 pics sur les chromatogrammes réalisés a partir des
extraits de feuilles de Carignan. IIs sont élués selon
deux groupes :

- 5 anthocyanines identifiées par co-chromatogra-
phie avec des témoins constituent le premier groupe
de pics élués entre 15 et 21 minutes.

pic n°1 monoglucoside en 3 de la delphinidine
(MG3-Dp),

pic n°2 monoglucoside en 3 de la cyanidine
(MG3-Cy),

pic n°3 monoglucoside en 3 de la pétunidine
(MG3-Pt),

pic n°4 monoglucoside en 3 de la peonidine
(MG3-Pn),

pic n°5 monoglucoside en 3 de la malvidine
(MG3-Mv).

Ces anthocyanines sont présentes en quantité impor-
tante et variable. Ce sont les monoglucosides en 3 de
la cyanidine, de la peonidine et de la malvidine qui
représentent la majeure partie des anthocyanes libres
des feuilles de Vigne analysées.

Le deuxieme groupe d’anthocyanines mis en évi-
dence correspond a des anthocyanines combinées, ¢’est-
a-dire estérifiées par les acides acétique, caféique et
coumarique. Leur nombre varie avec la date de la
récolte.

pic n°6
pic n°7
pic n°8

acétate de delphinidine,
acétate de cyanidine,
acétate de pétunidine,
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pic n°9

picn® 10
picn® 11
picn® 12
picn® 13
picn® 14
picn® 15
picn® 16
picn® 17
picn® 18

aétate de paonidine,
acétate de malvidine,
caféate de delphinidine,
caféate de cyanidine,
caféate de pétunidine,
caféate de pzonidine,
caféate de malvidine,
coumarate de cyanidine,
coumarate de paonidine,
coumarate de malvidine.

II - COMPOSITION ANTHOCYANIQUE DES
FEUILLES EN FONCTION DE LA DATE DE
PRELEVEMENT

1) Evolution de la teneur en anthocyanes totales

- Les vendanges ont eu lieu aux environs du
01/09/1996. Le tableau II montre qu’il y a une aug-
mentation qui passe par un maximun situé environ un
mois et demi apres la date des vendanges et une dimi-
nution a I’époque de la chute des feuilles.

- Cette situation est due a I’évolution des antho-
cyanes non combinées, en particulier a celle des molé-
cules majoritaires, les monoglucosides en 3 de la
cyanidine, de la peonidine et de la malvidine.

2) Evolution de la teneur en anthocyanes combinées

Les anthocyanes combinées des feuilles de Carignan
représentent de 17 223 p. cent des anthocyanes totales
selon la date de la récolte (tableau II). La teneur mini-
male en ces composés se trouve quand il y a un maxi-
mun d’anthocyanidines.

11 - EVOLUTION DE LA NATURE DES ANTHO-
CYANES

1) Les anthocyanines

Les monoglucosides de la cyanidine, de la paeoni-
dine et de la malvidine sont les principales molécules.
La malvidine est moins bien représentée que la cyani-
dine.

La teneur en monoglucosides de la delphinidine et
de la pétunidine augmente au fur et a mesure que I’on
s’approche du stade de la chute des feuilles.

Chez le Carignan cultivé a El Khenguet, les pro-
portions des principales anthocyanidines varient consi-
dérablement : diminution de la cyanidine, augmentation
de la pazonidine et de la malvidine en fonction de la
date de prélevement (tableau II), mais ces trois molé-
cules restent toujours majoritaires a la chute des feuilles.

Concernant la malvidine, il est treés curieux de noter
que l'augmentation de sa teneur est continue et que
contrairement aux autres pigments majoritaires qui
diminuent a la chute des feuilles, ce pigment est en
nette augmentation. Ce fait n'est pas en désaccord avec
I'hypothese de JONSONN et al. (1983) qui conside-
rent que la méthoxylation constitue la dernicre étape
de la synthese des anthocyanes des fleurs de Petunia
hybrida Hort. Cette synthése ne s'effectuerait pas dans
les vacuoles, mais dans le cytosol ou sont localisées
les anthocyanines méthyl-transférases. On peut donc
proposer un mécanisme de formation de la paeonidine
et de la malvidine a partir de la cyanidine dans les
feuilles de Carignan en Tunisie (figure 1).

TABLEAU II

Composition en anthocyanes des feuilles de Carignan prélevées dans le vignoble
Les teneurs sont exprimées en p1g/g de matiere seche et les pourcentages sont exprimés par rapport a la teneur totale en anthocyanes.

Table II - Anthocyanin composition of Carignan leaves
Contents are expressed by pg/g of dryed matter and percentages are expressed on total anthocyanin content.

Stades Vignoble 02/10/1996 Vignoble 17/10/1996 Vignoble 31/10/1996
ng/g P ng/g Yo ng/g P
Anthocyanes non combinées 1218,9 78,00 3290,8 82,31 2325,1 76,48
MG3-Dp 14,9 0,80 71,8 1,79 117,2 3,85
MG3-Cy 7924 50,00 1602,8 40,08 483,6 15,90
MG3-Pt 11,8 0,75 79,6 1,99 92,8 3,05
MG3-Pn 368,8 23,66 1208,0 30,21 1187,7 39,06
MG3-Myv 31,0 1,98 3289 8,20 4438 14,59
Anthocyanines combinées 3393 21,77 707,0 17,68 715,0 23,55
Acétates 175,6 11,26 206,4 5,16 3292 10,82
Caféates 27,5 1,76 155,6 3,89 77,6 2,55
Coumarates 136,2 8,74 345,0 8,92 308,2 10,12
Anthocyanes totales 1558,2 100 3998,0 100 3040,0 100
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OH
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Hydrolase
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methyltransférase
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Fig. 1 - Schéma hypothétique de la formation des différentes molécules anthocyanidiques
des feuilles de Carignan a partir de la cyanidine.

Fig. 1 - Hypothetic formation of the anthocyanidins from the cyanidin in Carignan grape leaves.

Vérification de I’hypothese :

Les tableaux III, IV et V montrent respectivement
I’évolution de la cyanidine et de la cyanidine combi-
née en fonction de la date de prélevement (tableau I1I),
puis de la peonidine et de ses dérivés (tableau IV), et
enfin de la malvidine et de ses dérivés (tableau V).

Siil y a transformation de la cyanidine en paoni-
dine on peut écrire que :

(cyanidine + cyanidine combinée + paonidine +
paonidine combinée) 17/10/1996

(cyanidine + cyanidine combinée + paonidine +
paonidine combinée) 31/10/1996

Le 17/10/1996, I’égalité donne 45,7+ 31,6 = 26,8
+ 51,9 1e 31/10/1996.

-13-

La somme des pourcentages de cyanidine et de pao-
nidine est a peu pres la méme, ce qui laisse a penser
que, dans les feuilles de Carignan, la cyanidine se trans-
forme en paonidine.

Le mé&me raisonnement conduit a penser que, dans
les feuilles de Carignan, la paonidine se transforme en
malvidine.

Notons tout de méme qu’a partir du 17/10/1996, la
biosynthese de la cyanidine est perturbée alors que le
passage de la cyanidine a la paeonidine est un méca-
nisme restant aussi actif.

2) Les anthocyanes combinées
Le 17/10/1996, on passe de 78 a 82,5 p. cent

d’anthocyanines, alors que les composés combinés
chutentde 22 2 17,5 p. cent, ce qui suggere qu’une par-
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TABLEAU III
Evolution de la cyanidine et de la cyanidine combinée en fonction du temps

Table III - Cyanidin and combined cyanidin evolution in function of time

Date Cyanidine Acétate Caféate Coumarate Total

2/10 50,90 - - 291 53,80

17/10 37,26 3,10 0,60 4,70 45,70

31/10 15,60 3,20 - 8,02 26,80
TABLEAU IV

Evolution de la pzeonidine et de la paeonidine combinée en fonction du temps

Table IV - Pzonidin and combined paeonidin evolution in function of time

Date Paonidine Acétate Caféate Coumarate Total

2/10 25,985 11,009 0,763 - 37,7

17/10 30,993 0,651 0,086 - 31,6

31/10 41,996 7,445 2,500 - 51,9
TABLEAU V

Evolution de la malvidine et de la malvidine combinée en fonction du temps

Table V - Malvidin and combined malvidin evolution in function of time

Date Malvidine Acétate Caféate Coumarate Total

2/10 1,990 - - - 1,99

17/10 7,690 0,086 2,620 - 10,4

31/10 14,340 - - - 14,34
TABLEAU VI

Evolution de la delphinidine et de la delphinidine combinée en fonction du temps
Table VI - Delphinidin and combined delphinidin evolution in function of time

Date Delphinidine Acétate Caféate Coumarate Total

2/10 0,96 - - 2,403 3,30

17/10 1,70 0,779 0,076 0,30 2,85

31/10 3,80 - - - 3,80
TABLEAU VII

Evolution de la pétunidine et de la pétunidine combinée en fonction du temps
Table VII - Petunidin and combined petunidin evolution in function of time

Date Pétunidine Acétate Caféate Coumarate Total

2/10 0,759 0,163 1,001 - 1,920

17/10 1,860 0,226 0,263 ? ?

31/10 3,000 - - ? ?
TABLEAU VIII

Influence de I’obscurité totale sur les parametres de la croissance des boutures du Carignan
Table VIII - Total darkness influence on growth parameters of Carignan grape cuttings

Témoin (serre) Traité
Photopériode 12/12 Pousses ayant évolué a I’obscurité totale
Longueur (mm) 51,2+6,7 112,4 +10,6
Aire de la tige (mm?2) 11,2+1,1 (GhH24,1+£21 (G2)183+19 (G3)14,8+2,1
Surface foliaire (mm?) 1680 £210 128 £25
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tie des anthocyanines apparues a cette date provient de
I’hydrolyse des anthocyanines combinées correspon-
dantes. Une autre hypothese peut également étre envi-
sagée, qui est le passage des anthocyanines aux
anthocyanines combinées, ce qui explique 1’absence
totale d’acétate de cyanidine le 02/10/1996 et I’abon-
dance de ce composé le 17/10/1996. A cette date, toutes
les anthocyanidines peuvent étre estérifiées a I’acétate
et au caféate, alors que le coumarate n’estérifie que
la delphinidine et la cyanidine. Le 31/10/1996, il n’y a
plus que I’acétate de cyanidine, le caféate de paoni-
dine et le coumarate de cyanidine.

1l est probable que la biosynthese de la pétunidine,
de la delphinidine et de la malvidine se fait d’abord
sous forme combinée. C’est ce qui explique, en partie,
la disparition totale de la pétunidine combinée
(tableau VII), de la delphinidine combinée (tableau VI)
et de la malvidine, ainsi que I’augmentation de leurs
teneurs en fin de cycle.

IT - LES COMPOSES ANTHOCYANIQUES DES
FEUILLES DES BOUTURES DE CARIGNAN
CULTIVEES AU LABORATOIRE.

L'induction d'anthocyanes, telle que nous l'avons
obtenue d'une maniere reproductible pendant les trois
dernieres années (1995-1996-1997), nécessite deux
phases successives :

- une premiere phase ol il n’y a pas ou peu de
lumiere ;

- une phase lumineuse.

Nous décrirons d'abord I'évolution du végétal durant
ces 2 phases et nous analyserons ensuite les données
relatives aux composés phénoliques.

1) Phénologie

Les boutures a un ceil de Carignan sont maintenues
a I’obscurité totale, a la température de 23°C = 2. Le
débourrement se fait alors normalement. Au bout de
30 jours, les bourgeons ayant débourré développent
5-6 feuilles trés réduites caractérisées par I'absence de
pigments chlorophylliens.

Les plants ainsi développés sont transférés en serre
thermorégulée a 23°C + 2 le jour, 20°C la nuit, sous
une photopériode de 12 heures de lumiere et 12 heures
d’obscurité.

Au bout d'une semaine, une croissance foliaire est
notée et une pigmentation normale apparait. Les pre-
miers signes d'apparition d'une coloration rouge sur
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I’épiderme des rameaux principaux apparaissent 10 a
13 jours apres leur transfert. La coloration devient plus
franche, de type rouge vineux, et les feuilles de la base
et de la partie apicale grandissent normalement.

2) Influence de I’obscurité totale sur les parametres
végétatifs

a) Croissance en longueur

Le tableau VIII compare la croissance en longueur,
un mois apres le débourrement, des pousses dévelop-
pées a I’obscurité a celle des boutures développées
en serre (12 heures de lumiere + 12 heures d’obscu-
rité). Les différences sont significatives a o = 0,001
selon le test de Student. L’ obscurité totale induit donc
une augmentation de la longueur du rameau, phéno-
mene bien connu.

b) Croissance en épaisseur

Le tableau VIII indique, en mm2, I’aire de la tige
développée selon les conditions de traitements et cou-
pée transversalement dans la partie médiane. La
méthode statistique de la plus petite différence signi-
ficative montre nettement qu’a 1’ obscurité totale trois
groupes (G1, G2, G3) s’individualisent, présentant cha-
cun une aire nettement supérieure a celle des pousses
développées en serre. Le classement obtenu selon cette
méthode serait alors :

Serre < G3 < G2 < G1.

Le maintien des boutures a I’obscurité totale a donc
induit une croissance en épaisseur de la pousse nette-
ment plus importante que celle des boutures témoins
développées uniquement en serre éclairée (12 h/24).
Ce résultat, inattendu, pourrait s’expliquer par une aug-
mentation du volume des cellules par turgescence du
fait de I’absence de transpiration a 1’obscurité totale,
phénomene que nous cherchons a vérifier actuelle-
ment.

¢) Surface foliaire

L obscurité totale réduit 15 fois la surface foliaire
par rapport aux conditions de serre.

A partir de ces données, nous constatons que cette
premiere phase, ot il n’y a pas ou tres peu de lumiere
induit un allongement anormal des tiges, une aug-
mentation de leur diametre et une réduction considé-
rable de la surface foliaire, mais elle n’entraine pas
de synthese d'anthocyanes. Ces conditions sont prati-
quement celles d'un étiolement.
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TABLEAU IX
Influence du prétraitement a I’obscurité sur les parametres de la croissance des boutures de Carignan
transférées en serre (12 heures de lumiere par jour)

Table IX - Influence of the pretreatment to the darkness
on growth parameters of Carignan grape cuttings transferred in greenhouse (12 hours of ligth per day)

Témoin (serre 51 jours) Traité (30 jours d’obscurité + 21 jours en serre)
Longueur (mm) 61,8+72 120,2 + 18,1
Aire de la tige (mm?) 114+1,8 (G1)20,1£2,7 (G2)16,5+2,7 (G3)13,9+19
Surface foliaire (mm?) 1740 =250 1080 £ 215
TABLEAU X

Composition en anthocyanes des feuilles des boutures de Carignan cultivées au laboratoire
Les teneurs sont exprimées en pg/g de matiere seche et les pourcentages sont exprimés par rapport a la teneur totale en anthocyanes.

Table X - Anthocyanin composition of Carignan leaves
Contents are expressed by ug/g of dryed matter and percentages are expressed on total anthocyanin content.

Feuilles rouges (stade 1) Feuilles rouges (stade 1 + 15 jours)
Stades
ug/g Yo He/g P
Anthocyanines 770,1 64,19 922,1 72,95
MG3-Dp 52,0 4,30 92,5 731
MG3-Cy 2824 23,54 395,0 31,25
MG3-Pt 46,7 3,89 344 2,72
MG3-Pn 286,6 23,83 324,1 25,64
MG3-Mv 1024 8,53 76,1 6,02
Anthocyanines combinées 429,5 35,80 341,9 27,04
Acétates 140,5 11,71 103,0 8,14
Caféates 90,2 7,51 20,2 1,59
Coumarates 198.8 16,57 2187 17,30
Anthocyanes totales 1199,0 100 1264,0 100
Au bout de 30 jours, il y a des perturbations mor- teres d'origine : la transpiration diminuerait la turges-
phologiques, mais aucune désintégration membranaire cence des cellules.
n'a été constatée par les observations microscopiques,
bien que le substrat utilisé soit de I'eau ordinaire. 3) Surface foliaire
III - INFLUENCE DU PRETRAITEMENT A Le transfert des boutures de I’obscurité a la serre
L’OBSCURITE SUR LA CROISSANCE VEGE- pour 21 jours induit une augmentation de leur sur-
TATIVE DE LA BOUTURE face foliaire de 1 000 p. cent. Mais il ne permet pas de
rattraper la surface foliaire moyenne des pousses cul-
1) Croissance en longueur tivées en serre depuis le début pendant 51 jours.

Le transfert des boutures du systeme des faibles IV - LES COMPOSES ANTHOCYANIQUES DES

Iumiéeres a la lumiere blanche n'a pas affecté la crois- FEUILLES DES BOUTURES DE CARIGNAN
sance en longueur de leurs pousses, si l’on compare CULTIVEES AU LABORATOIRE

les pourcentages d'augmentation, entre 30 et 51 jours,

aceux des pousses des boutures culivées directement 1) Nature des anthocyanes

en serre (tableau IX).
Nous retrouvons les mémes pigments (tableau X)

2) Croissance en épaisseur que ceux synthétisés dans les feuilles du vignoble.
Contrairement a la croissance en longueur, la sec- 2) Rendement anthocyanique des feuilles
tion de la tige a diminué quel que soit le groupe. Cela
démontre que la pousse étiolée acquiert des caracteres Le procédé d'induction des anthocyanes dans les
différents de la pousse normale et, quand on revient en feuilles des boutures de Carignan au laboratoire n’a
conditions de serre, la pousse tend a revenir a ses carac- permis d’obtenir que 25 p. cent de la teneur maximale
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déterminée dans les feuilles de Carignan prélevées
au vignoble pour le meilleur stade étudié (17/10/1996).

a) Les anthocyanines

Les monoglucosides en 3 de la cyanidine (MG3-
Cy) et de la pzonidine (MG3-Pn) représentent les
2 anthocyanines les plus importantes. Cela rappelle le
prélevement au vignoble du 17/10/96 ot ces 2 antho-
cyanines représentent les 2/3 des anthocyanines non
combinées. Nous n'avons jamais obtenu de stade plus
évolué que celui-la par ce procédé et en utilisant la
Iumiére blanche.

b) Les anthocyanes combinées

Elles sont aussi importantes en quantité que les
anthocyanes non combinées. Une bonne partie existe
sous forme d'acétate. Les coumarates se trouvent a une
concentration légerement supérieure a celle des caféates.
Cela rappelle encore le prélevement du 17/10/96 effec-
tué au vignoble oll ces anthocyanines combinées repré-
sentent les molécules majoritaires. La encore, ce
procédé et I'utilisation de la lumiere blanche ne nous
ont jamais permis d’obtenir de stade plus évolué que
celui-1a.

CONCLUSIONS

En ce qui concerne les anthocyanes des feuilles de
Carignan du vignoble, seule la derniére date, c'est-a-
dire le 31/10/1996, permet de classer ce cépage parmi
ceux qui présentent trois anthocyanidines majoritaires,
a savoir la cyanidine, la paonidine et la malvidine.

L'évolution des anthocyanes combinées en fonc-
tion de la date de prélevement laisse supposer que ces
composés pourraient shydrolyser en libérant les acides
et les anthocyanines correspondantes. Seule une étude
par marquage radioactif avec de 1'acétate au carbone
14 pourrait confirmer cette hypothese.

Il est probable que c’est la synthese de cyanidine
qui se fait en premier lieu dans les feuilles de Carignan
et qu’il y a ensuite transformation en paonidine comme
nous l’avons indiqué. Le méme raisonnement
s’applique pour passer de la peonidine a 1a malvidine
(figure 1).

En ce qui concerne la production des anthocyanes
par les boutures de Carignan au laboratoire, il est net
que la premiere phase de culture (30 jours d’obscurité)
induit un étiolement responsable chez le Carignan d'un
allongement de la tige, d'une croissance anormale en
épaisseur et d'une réduction considérable de la surface

17 -

foliaire. Cela s’accompagne d’un blocage de la syn-
thése des anthocyanes qui sont absentes des feuilles de
ces boutures. Ces conditions font penser aux condi-
tions de phototropisme et d'élongation des tiges induites
par la lumiere et principalement par 1'UV lointain
(BRIGGS et INO, 1983 ; BRIGGS et al., 1988).

La deuxieéme phase, apres le transfert des boutures
de l'obscurité a la serre éclairée sous une photopériode
de 12 h, est caractérisée principalement par une forte
reprise de la croissance laminaire (la surface foliaire
est multipliée par 10 en 21 jours), par une croissance
en longueur presque nulle, par une réduction de 1'aire
de la tige et surtout par une induction de la biosynthese
d'anthocyanes. Il y a 1a une tendance & un « retour phy-
siologique » induit par les conditions de la serre.

Par ailleurs, le profil anthocyanique des feuilles ne
correspond pas a celui du dernier prélevement effec-
tué au vignoble (31/10/96), mais il ressemble plutdt &
celui du premier prélevement (02/10/96) caractérisé
par une prépondérance des anthocyanes combinées.
Cela montre la limite des possibilités de la plante a réa-
liser la synthese des anthocyanes dans ces conditions
de laboratoire, puisque si ces conditions sont mainte-
nues encore quelques jours, ses feuilles jaunissent et
tombent.

Quant au rendement anthocyanique, il est voisin de
25 p. cent de la teneur maximale notée dans les feuilles
prélevées au vignoble. Cela signifie que, dans nos condi-
tions expérimentales, la bouture parait incapable de
biosynthétiser la quantité normale des anthocyanes
majoritaires qui, dans ce cas particulier, sont les mono-
glucosides en 3 de la cyanidine, de la pezonidine et
de la malvidine. On constate aussi que les réactions
d’hydrolyse des anthocyanines combinées en antho-
cyanines libres constatée au vignoble se trouvent ici
inhibées.

Nous cherchons actuellement a savoir quels sont
le ou les facteurs essentiels agissant sur la production
des anthocyanes au cours de la deuxiéme phase. Nous
pensons que l'induction de la synthese de ces pigments
par la lumiere blanche pourrait étre due a la lumicre
UVB qui, selon WELLMANN (1983), contrdle la bio-
synthese des flavonoides.
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