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INTRODUCTION 

L'isolement des protoplastes a joué un grand rôle 
en biologie végétale notamment pour l'étude des orga­
nites cellulaires. Cette technique a été très développée 
dans la plupart des espèces végétales (BINDING et al., 
1982) et dans la majorité des organes de la plante: 
racines (LIN et al., 1984), hypocotyle (ZRYD, 1988). 
Dans la vigne, des protoplastes ont été isolés à partir 
des différents organes de la plante (YIN, 1989). 
HRAZDINA et MOSKOWITZ (1980) ont étudié les 
composés responsables de la couleur des raisins à par­
tir des protoplastes de la pellicule de De Chaunac. Dans 
les cépages rouges bordelais comme le Cabernet franc, 
le Cabernet-Sauvignon et le MerIot, une telle étude n'a 
jamais été réalisée sur la pellicule fraîche qui est une 
partie très importante en vinification en rouge puis­
qu'elle contient les substances responsables de la cou­
leur et de la saveur des vins. On sait en outre que les 
composés phénoliques et particulièrement les procya­
nidines, qui se trouvent en quantité relativement impor­
tante dans les pellicules, possèdent une grande affinité 
vis-à-vis des protéines et donc sont susceptibles d'in­
hiber quelques activités enzymatiques; c'est la raison 
pour laquelle nous avons étudié dans ce travail, l'iso­
lement des protoplastes de la pellicule de Cabernet 
franc et tenté d'améliorer leur rendement en détermi­
nant l'influence de quelques facteurs. 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

L'isolement des protoplastes de la pellicule de rai­
sin de Cabernet franc est réalisé essentiellement en 
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accord avec la méthode de WAGNER et SIEGELMAN 
(1975) avec quelques modifications. Ainsi, pour faci­
liter la pénétration des enzymes dans les tissus, la cuti­
cule recouvrant l'épicarpe est partiellement éliminée 
par abrasion à l'aide d'un scalpel puis l'épicarpe est 
découpé en très petits morceaux. Le matériel (1 g de 
matière fraîche par boîte) est placé dans des boites de 
Petri en plastique et plasmolysé durant 60 min dans un 
milieu E contenant du sorbitol comme agent plasmo­
lysant et du M.E.S [2-(N-Morpholino) acide éthane­
sulfonique] à 0,5 p. cent comme tampon à pH 5,6. Le 
milieu de plasmolyse est ensuite éliminé à l'aide d'une 
pipette et remplacé par 10 ml de solution permettant la 
digestion enzymatique et contenant de la cellulase 
Onozuka R-I 0 (extraite de Trichoderma viride) et la 
macérozyme Onozuka R -1 0 (extraite de Rhizopus sp.). 

La technique de purification comprend la séparation 
des protoplastes réalisée dans notre cas par pipetage, 
suivie de différents lavages. Le comptage des proto­
plastes s'effectue en microscopie optique à l'aide d'une 
cellule de Malassez. Le nombre de protoplastes N 
exprimé en nombre de cellules par gramme de matière 
fraîche (MF), est calculé d'après la formule suivante: 

N=X/K.105 ml-l 

où X = nombre de protoplastes comptés 
K = nombre de rectangles utilisés 

Les résultats qui représentent la moyenne de quatre 
expérimentations sont proches et les variations entre 
le nombre de cellules déterminées pour chaque essai 
sont faibles, les ccefficients de variation sont toujours 
inférieurs à 10 p. cent. 












