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Résumé : Les effets de la fertilisation azotée sur les teneurs en polyamines des limbes des feuilles de vigne et des
baies de raisin sont analysés a différents stades de leur développement chez deux cépages (Sauvignon et Sémillon).
Deux niveaux de fertilisation azotée, dont I’'un volontairement exagéré, sont comparés (0 et 90 kg N/ha/an). La fer-
tilisation azotée influence directement les teneurs en polyamines libres et conjuguées des limbes et des baies. Dans
tous les cas, I’apport d’azote entraine une augmentation des teneurs en azote total des organes étudiés. Pour les poly-
amines libres et conjuguées, les réactions sont variables selon les organes et leur stade de développement.

Abstract : Nitrogen is the most important element for higher plants, and plant productivity is to a large extend deter-
mined by nitrogen nutrition. Effects of nitrogen nutrition on levels of polyamines in leaves and grappes of two vines
(Semillon and Sauvignon) are studied at different stages of their development (flowering, fruit set process, verai-
son and maturity). Two N-fertilizations are compared : NO (0 kgN/ha/year) and N90 (90 kgN/ha/year). Analysis
concerned the total level of nitrogen and polyamines (free and conjugates). Polyamines (putrescine, spermidine,
spermine and diaminopropane) were derived by dansylation and analysed by CLHP. The results show that N-nutri-
tion induces major changes in the total level of nitrogen and polyamines in various parts of plants. In all organs,
excess of N-nutrition increases the total level of nitrogen. Concerning polyamines, these changes differe according
to tissue and stage of development. In flowers and green berries, N-excess increases free polyamines whereas in
berries during maturation N-excess increases total level of polyamines and particularly free and wall-bound poly-
amines. In opposite, in leaves, total level of polyamines increases under N-deficiency. These results reflect diffe-
rent rates of metabolism of polyamines between tissues. They suggest that in berries a restricted polyamines synthesis
induced by nitrogen deficiency ; whereas in leaves, N-deprivation can induce an accumulation of putrescine as
do many others stress. The roles of polyamines in berries and in leaves are discussed.

Mots-clés : fertilisation azotée, azote total, Sauvignon blanc, Sémillon, polyamines libres et
conjuguées, putrescine, spermidine, spermine, diaminopropane, fleurs, baies, limbes

Key words : nitrogen fertilization, total level of nitrogen, white Sauvignon, Semillon, free
polyamines, conjugated and wall bound polyamines, putrescine, spermidine, spermine,
diaminopropane, flowers, berries, leaves

INTRODUCTION prudence en viticulture, puisqu’il est bien connu que
tout exces de fertilisation azotée favorise le dévelop-
pement végétatif de la vigne au détriment de la qualité
de la récolte. En outre, plusieurs travaux ont montré
que le niveau de fertilisation azotée de la vigne serait

L’azote joue un rdle particulierement important
chez les végétaux, notamment chez les plantes culti-

vées, dont les capacités de croissance et de production susceptible de modifier les teneurs en amines biogénes
dépendent étroitement du niveau de nutrition azotée. et en carbamate d’éthyle des vins (KLIEWER et
COOK, 1974 ; CAPUTI, 1988 ; BERTRAND ez al.,

Cet effet de I’azote conduit a ne I’ utiliser qu’avec 1991).
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11 était donc intéressant d’étudier I’influence de la
fertilisation azotée sur les teneurs en polyamines (PA)
libres et conjuguées de la vigne puisque ces composés
qui contiennent plusieurs fonctions amines, jouent
un r6le important dans le développement de la baie
(BROQUEDIS et BOUARD, 1990 ; LESPY-
LABAYLETTE, 1994 ; GENY et al., 1996). Pour cela,
nous avons suivi I’évolution de ces teneurs dans les
fleurs, les baies et les limbes de deux cépages soumis
a deux niveaux tres différents de nutrition azotée.

MATERIEL ET METHODES

I— MATERIEL VEGETAL

Il provient du domaine expérimental INRA de
Couhins, situé a Villenave d’Ornon (Gironde), oli une
expérimentation sur la fertilisation azotée a été établie
en 1990. Pour cette étude, nous avons utilis€ deux
cépages.de Vitis vinifera greffés sur Fercal : le
Sauvignon et le Sémillon.

Deux traitements par cépage, appelés NO et N90,
ont été retenus. Les parcelles NO n’ont jamais regu
de fumure azotée et les parcelles N90 regoivent (en
deux applications, moitié¢ au débourrement, moitié apres
la floraison) 90 kg d’azote/ha/an, ce qui est une dose
tres exagérée puisque dans le vignoble bordelais il
est conseillé de ne pas dépasser 30 kg N/ha/an (DELAS,
1989).

Les prélevements, réalisés en 1994, ont porté sur
5 grappes de rang 1 et sur les feuilles opposées a ces
grappes, et cela a 4 stades : floraison, quelques jours
apres la nouaison, mi-véraison et maturité. Seules
2 répétitions analytiques par échantillons ont été réa-
lisées et ont montré que I’erreur moyenne pour le dosage
des polyamines était au maximum égale a 6 p. cent.

PA totales PA libres

Hg/g MS

Sémillon
Sauvignon
Sémillon
Sauvignon

Une partie des organes prélevés a été immédiate-
ment plongée dans HCI 1N et conservée au froid en
vue de I’extraction et de I’analyse des polyamines, alors
que le reste a été déshydraté a 80°C jusqu’a poids
constant pour effectuer la minéralisation et le dosage
de ’azote.

Les analyses ont porté sur les feuilles, les fleurs, les
jeunes baies (diametre # 3 mm) ainsi que sur les péri-
carpes (pulpe et pellicules) et les pépins pour les deux
derniers stades.

II— DOSAGE DES POLYAMINES

Les analyses ont portées sur la putrescine (PUT),
la spermidine (SPM), la spermine (SPM) et le diami-
nopropane (DAP).

Ces polyamines, libres et conjuguées, ont été extra-
ites et dérivées par dansylation selon la méthode de
FLORES et GALSTON (1982).

Elles ont ensuite été identifiées et quantifiées par
chromatographie liquide a haute performance (CLHP)
couplée & un détecteur fluorimétrique selon la méthode
de SMITH et DAVIES (1985) adaptée a notre maté-
riel végétal.

RESULTATS

I— INFLUENCE D’UN EXCES D’AZOTE SUR
LES TENEURS EN POLYAMINES DES FLEURS

Le sens des variations des teneurs en PA, en fonc-
tion des deux types de traitements est le méme pour les
PA totales, dont les teneurs sont élevées, et pour les
3 catégories de PA, libres, liées aux macromolécules
et liées aux molécules de faible poids moléculaire
(figure 1). Cette derniere catégorie de PA est peu abon-
dante comparée aux 2 autres.

PA liées aux
macromolécules

PA liées aux mol.
de faible PM

“’a}\itj
@90

Sémillon
Sauvignon
Sémillon
Sauvignon

Fig. 1 — Influence des traitements NO ET N90 sur le total des PA et des trois catégories de PA des fleurs.
Fig. 1 — Effects of N0 et N90 treatments on total PA levels and on total levels of 3 PA classes of flowers
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Fig. 2 — Influence des traitements NO et N90 sur les différentes PA libres et liées des fleurs de Sémillon et de
Sauvignon (I’absence de PA est indiquée par des X)

Fig. 2 — Effects of N0 et N90 treatments on levels of PA in flowers of Semillon and Sauvignon
(X indicates the absence of PA)

Sous I'influence du traitement N90, il se produit
une légere diminution de la teneur totale en PA, due a
une diminution des teneurs en PA liées. Au contraire
(figure 2), les PA libres augmentent et cela est dii essen-
tiellement & I’accumulation de la SPD. La quantité
de PUT augmente aussi chez le Sémillon et celle de la
SPM chez le Sauvignon, ce qui suggere que des diffé-
rences variétales peuvent se manifester.

Pour les PA liées aux macromolécules, on observe
une diminution du DAP quand on passe de NO a N90.
C’est le seul point commun aux deux cépages concer-
nant I’effet des deux fumures.

Les PA liées aux molécules de faible PM sont peu
abondantes. Le seul point commun aux deux cépages
est ici la chute des teneurs en SPM lorsque I’on passe
de NO a N90. Les autres PA, quand elles sont présentes,
ne semblent pas étre influencées par le niveau de fer-
tilisation.
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11— INFLUENCE D’UN EXCES D’AZOTE SUR
LES TENEURS EN POLYAMINES DES BAIES
QUELQUES JOURS APRES LA NOUAISON

A ce stade, les deux cépages se comportent encore
de la méme fagon pour les deux traitements (figure 3).
Le traitement N90 entraine ici une augmentation des
PA totales, des PA libres et liées aux macromolécules,
et une diminution des PA liées aux molécules de faible
PM. On note que les variations entre NO et N90 sem-
blent un peu plus importantes chez le Sémillon que
chez le Sauvignon.

En ce qui concerne les PA libres (figure 4), I’exces
d’azote entraine dans les jeunes baies des deux cépages
une accumulation de DAP et de SPM, alors que la PUT
diminue fortement. Pour la SPD, le comportement des
deux cépages est différent, puisqu’elle augmente chez
le Sémillon sous I’effet d’un apport d’azote et diminue
chez le Sauvignon.
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Fig. 3 — Influence des traitements NO et N90 sur le
Fig. 3 — Effects of N0 and N90 treatments on total P.

otal des PA et des trois catégories de PA des baies nouées

e

levels and on 3 PA classes of berries after fruit set process
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Fig. 4 — Influence des traitements NO et N90 sur les teneurs des différentes PA libres et liées des baies de Sémillon et
de Sauvignon quelques jours apres la nouaison

Fig. 4 — Effects of N0 and N9 treatments on levels of PA in green berries of Semillon and Sauvignon
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Fig. 5 — Influence des traitements NO et N90 sur le total des PA et des trois catégories de PA des baies a la véraison
Fig. 5 — Effects of NO and N90 treatments on total PA levels and on total levels of 3 PA classes of berries at veraison

Comme pour les PA libres, le DAP li€ aux macro- Pour les PA liées aux macromolécules, méme si le
molécules augmente chez les deux cépages, tres for- phénomene est plus marqué chez le Sauvignon, la
tement pour le Sémillon et assez fortement pour le fumure azotée induit une diminution du DAP dans les
Sauvignon avec la fumure N90 ; la PUT au contraire deux parties de la baie. Enfin, dans les pépins des
diminue et la SPM est absente. 2 cépages, la SPD liée aux molécules de faible PM

n’est présente que lorsqu’il y a fertilisation azotée alors
que le DAP, dans cette catégorie, est la PA majori-
taire en I’absence d’azote.

Les PA liées aux molécules de faible PM sont pré-
sentes en quantités plus importantes que dans les fleurs
et I’influence de la fumure est différente selon les
cépages. On observe une évolution inverse des teneurs IV —INFLUENCE D’UN EXCES D’AZOTE SUR
en DAP et en SPM chez le Sémillon et le Sauvignon LES TENEURS EN POLYAMINES DES BAIES A
(figure 4) et on note que la SPD disparait des deux MATURITE

cépages sous I'effet d"un apport d"azote. En ce qui concerne les PA totales, les pépins et les

I — INFLUENCE D’UN EXCES D’ AZOTE SUR péricarpes des deux cépages réagissent de la méme

A maniére aux deux niveaux de fumure (figure 7) :ily a
iiSVT&NEIISJ(Iii EN POLYAMINES DES BAIES A augmentation des PA totales sous I’effet de N90. Cela

est dii & une accumulation des PA liées aux macromo-
lécules mais aussi a une augmentation des PA liées aux
molécules de faible PM dans le cas des pépins et des
PA libres dans le cas des péricarpes. Cette derniere caté-
gorie diminue au contraire dans les pépins.

Les deux cépages ne réagissent pas de la méme
maniére aux deux types de fumure (figure 5). Pour les
pépins et les péricarpes du Sémillon, ’exces d’azote
entraine une chute des teneurs en PA totales due a une

diminution des teneurs en PA libres et conjuguées aux Pour les pépins des deux cépages (figure 8), I'exces
macromolécules, alors que chez le Sauvignon il se pro- d’azote est responsable de la diminution du DAP et de
duit au contraire une augmentation des teneurs totales la SPM libres, ainsi que de I’accumulation du DAP lié
en polyamines, due aux deux catégories de PA liées. (aux macromolécules et aux molécules de faible PM)

et de la SPM liée aux molécules de faible PM. Pour les
autres polyamines, les 2 cépages ne réagissent pas de
la méme fagon mais ce sont toujours les PA liées aux
molécules de faible PM qui s’accumulent de maniére
la plus importante.

Létude des différentes PA permet tout de méme de
mettre en évidence quelques points communs (figure 6).
Dans tous les cas, les teneurs en PA libres des pépins
plus élevées en absence d’azote sont dues a une accu-
mulation de DAP et de PUT alors que dans les péri-
carpes le DAP et la SPD diminuent au profit de la PUT. Au contraire, dans les péricarpes des 2 cépages

(figure 8), les PA liées aux molécules de faible PM sont
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Fig. 6 — Influence des traitements NO et N90 sur les différentes PA libres et liées
des baies de Sémillon et de Sauvignon a la véraison

Fig. 6 — Effects of N0 and N90 treatments on levels of PA in berries of Semillon and Sauvignon at veraison
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Fig. 7 - Influence des traitements N0 et N90 sur le total des PA et des trois catégories de PA des baies a maturité
Fig. 7 - Effects of N0 and N90 treatments on total PA levels and on total levels of 3 PA classes in berries at matutrity
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Fig. 8 - Influence des traitements sur les teneurs des différentes PA libres et liées des baies de Sémillon et de
Sauvignon a maturité

Fig. 8 - Effects of N0 and N90 treatments on levels of PA in berries of Semillon and Sauvignon at maturity

quasi inexistantes. La fumure N90 entraine une forte
augmentation de DAP et de PUT liés aux macromo-
lécules et, de manieére moindre, de PUT libre.

V — INFLUENCE D’UN EXCES D’AZOTE SUR
LES TENEURS EN POLYAMINES DES LIMBES

Les feuilles, nous le rappelons, ont été prélevées a
4 stades qui correspondent a la floraison, puis a la nouai-
son, a la véraison et a la maturité des baies.

Des différences de teneurs en PA apparaissent au
cours de I’évolution de la feuille : les plus faibles teneurs
s’observent & I’époque de la floraison et les plus fortes
a la maturité (figure 9). Contrairement aux fleurs et aux
baies, I’apport d’azote se traduit ici par une teneur en
PA totales plus faible. Ce phénomene, particulierement
net a la maturité et beaucoup plus accentué chez le
Sauvignon que chez le Sémillon, est di essentielle-
ment a une accumulation de PA libres. En outre, 2 matu-
rité, on observe chez les deux cépages, la quasi-
disparition des PA liées aux molécules de faible PM.

Le comportement des PA liées aux macromolécules
est différent pour les deux cépages. Chez le Sauvignon,
leur teneur est tres faible ; elles ne sont plus décelées a
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la véraison et réapparaissent a maturité.

L’évolution des teneurs des différentes PA est
variable (figures 10 et11). Le seul point commun aux
deux cépages s’observe a maturité puisqu’il y a une
tres forte accumulation de PUT libre pour le traitement
NO, aussi bien chez le Sauvignon que le Sémillon, alors
qu’ily en a trés peu dans le cas du traitement N9O.

Partout ailleurs les différences sont trés grandes et
peuvent étre dues a des différences variétales mais aussi
a une variabilité expérimentale importante en raison
du mode d’échantillonnage pratiqué. Par exemple, il y
a disparition de toutes les PA liées aux macromolécules
sauf le DAP chez le Sauvignon a tous les stades et quelle
que soit la fumure. Chez le Sémillon, le DAP est tou-
jours présent.

DISCUSSION

Plusieurs travaux ont signalé I’existence d’une rela-
tion entre I’alimentation azotée et les teneurs en poly-
amines de certains végétaux (LE RUDULIER et
GOAS, 1979 ; SLOCUM et WEINSTEIN, 1990).
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Fig. 9 - Influence des traitements NO et N90 sur le total des PA
et des trois catégories de PA des limbes aux 4 stades étudiés

Fig. 9 - Effects of N0 and N90 treatments on total PA levels and on total levels of 3 PA classes in leaves at 4 stages studied

Chez la vigne, les travaux de BERTRAND ez al. (1991)
ont montré qu’il pouvait y avoir une relation entre le
niveau de fertilisation azotée et les teneurs en amines
biogenes des vins. 11 était donc intéressant de doser non
seulement les polyamines libres et conjuguées dans les
grappes et les feuilles de vigne au cours de leur déve-
loppement mais aussi 1’azote pour les deux niveaux
d’alimentation azotée.

Les dosages d’azote ont été réalisés par spectro-
photométrie d’absorption moléculaire avec un autoa-
nalyseur a flux continu, aprés minéralisation par voie
humide (H,SO,4 + H,0,). Les résultats obtenus
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(tableau I) montrent que le traitement N90 agit rapi-
dement sur la plante. Des la floraison et pour les
2 cépages, on remarque en effet que I’exces de fertili-
sation entraine une accumulation d’azote dans tous les
organes étudiés. Les teneurs en azote des pétioles de
Sauvignon a la véraison, passent de 0,46 p. cent MS
pour les plantes NO & 1,45 p. cent MS pour les plantes
de type N90. Pour le Sémillon, le diagnostic pétiolaire
a cette période indique une différenciation plus faible
mais qui se confirme & maturité. Il apparait donc que
les deux traitements induisent des différences au niveau
de I’alimentation azotée des plantes du méme ordre
que celles rapportées par DELAS et al. (1991).



L’ apport d’azote a forte dose ayant entrainé des
modifications plus ou moins importantes dans le
contenu en polyamines des organes étudiés, on peut
penser qu’il existe une relation entre les teneurs en PA
et en azote.

Les résultats mettent bien en évidence 1’existence
d’une relation entre les teneurs en polyamines et la
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teneur en azote pour tous les stades et les organes étu-
diés, mais on remarque qu’il existe des différences
de comportement entre les organes et en fonction des
catégories de polyamines. En effet, si I’exces d’azote
provoque dans les fleurs une accumulation de PA libres
(PUT, SPD et SPM), cette accumulation concemne plus
particulierement le DAP et la SPM libres et le DAP
liées aux macromolécules dans les baies nouées.

Véraison Maturité

|8 DAP BPUT B SPD OSPM |

Fig. 10 - Influence des traitements NO et N90 sur les teneurs des différentes PA libres
et liées des limbes de Sémillon aux stades de la floraison, nouaison, véraison et maturité

Fig. 10 - Effects of NO and N90 treatments on levels of PA in leaves of Semillon at flowering, fruit setting, veraison and maturity
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A maturité, I’exces d’azote se traduit par une aug-
mentation des teneurs en PA totales des baies (péri-
carpes et pépins) principalement due aux PA liées dans
les pépins et aux PA libres et liées aux macromolécules
dans les péricarpes. En revanche, dans les feuilles, c’est
en I’absence de fertilisation azotée qu’il y a accumu-
lation de PA totales et principalement de la PUT libre
et du DAP lié aux macromolécules chez le Sauvignon
et de la SPD et du DAP chez le Sémillon.

Les résultats concernant les variations des teneurs
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200 +
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N =

en polyamines des baies en fonction de la nutrition azo-
tée rejoignent ceux de BERTRAND et al. (1991)
concernant des dosages d’amines biogeénes dans les
moiits et les vins issus de parcelles fortement alimen-
tées en azote. On peut alors penser que les taux plus
importants de PA dans ces vins sont effectivement dus,
au moins en partie, a I’augmentation des teneurs en PA
des baies.

Le role des PA est encore mal expliqué et deux
hypotheses peuvent étre émises. Tout d’abord, on peut

Véraison

Maturité

XXXX XXXX XXX

N90

Fig. 11 - Influence des traitements N0 et N90 sur les teneurs des différentes PA libres et liées des limbes de Sauvignon
aux stades de la floraison, nouaison, véraison et maturité

Fig. 11 - Effects of NO and N90 traitements on levels of PA in leaves of Sauvignon at flowering, fruit setting, veraison and maturity
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penser que la quantité plus importante d’azote dans
la plante résultant d’un exces de fertilisation pourrait
contribuer a une synthese plus importante de poly-
amines. On sait aussi, que les polyamines en tant que
polycations, jouent un rdle dans la régulation du pH.
En effet, chez Avena sativa, YOUNG et GALSTON
(1983) ont montré qu’une diminution des pH s’accom-
pagnait d’une augmentation de PUT et de I’activité
Arginine décarboxylase (ADC). Chez la vigne, il est
bien connu, qu’une fertilisation excessive en azote
induit un retard de maturité qui se traduit a la récolte
par des moiits plus acides (DELAS, 1991). Cette dimi-
nution du pH et les fortes teneurs en polyamines obser-
vées dans les baies pourraient donc étre liées.

En ce qui concerne les limbes, les résultats obtenus
paraissent plus contradictoires. En effet, en I’absence
de fertilisation azotée, on observe une accumulation
de PUT caractéristique d’un stress sans pour autant dis-
tinguer de symptdmes foliaires de carence azotée.
L hypothese selon laquelle les polyamines, principa-
lement la PUT, exercent dans la plante une fonction
régulatrice vis-a-vis du pH peut aussi étre évoquée :
avec la diminution des teneurs en azote, le pH interne
des limbes pourrait étre modifié et les polyamines
auraient un rdle anti-stress, comparable a celui décrit
précédemment (YOUNG et GALSTON, 1983) ou lors
d’une carence potassique (SMITH 1983, LESPY-
LABAYLETTE ez al., 1994).

Ainsi, une fertilisation azotée excessive entraine
une modification du métabolisme des polyamines chez
la vigne. C’est la modification des teneurs en poly-
amines des baies qui pourrait expliquer en partie I’aug-
mentation des teneurs en amines biogenes des vins,
susceptibles de nuire a leur qualité hygiénique. Mais,
a I’inverse, une nutrition azotée insuffisante pourrait
également présenter des risques liés a I’augmentation
des teneurs en polyamines des limbes caractéristique
d’un état de stress.
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