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tannique des pellicules des parcelles 3, 4 et Eatwernet-sauvignon et de Merlot pour les millési2@88 et
2009. En rouge, valeurs reflétant des différenggsfcatives avec un risque d’erreur inférieur%.5



Tableau XIX : Effet du millésime, du cépage et de la parcaliela caractérisation sensorielle de la composante
tannique des pellicules des parcelles 3, 4 et Eatwernet-sauvignon et de Merlot pour les millési2@88 et
2009. En rouge, valeurs reflétant des différenggsficatives avec un risque d’erreur inférieur%.5

Tableau XX : Effet du millésime, du cépage et de la parcalliela caractérisation physique par le pénétrometre
de la texture des pellicules des parcelles 3 5det Cabernet-sauvignon et de Merlot pour les giitiés 2008 et
2009. En rouge, valeurs reflétant des différenggsfcatives avec un risque d’erreur inférieur%.5

Tableau XXI : Effet du millésime, du cépage et de la parcaliela caractérisation physique par la mesure de
I'Aw de la texture des pellicules des parcelled 8t 5 de Cabernet-sauvignon et de Merlot poumiéiésimes
2008 et 2009. En rouge, valeurs reflétant desrdifiges significatives avec un risque d’erreur ieféra 5%.

Tableau XXII : Effet du millésime, du cépage et de la parcaliela caractérisation chimique de la composante
tannique des pellicules des parcelles 3, 4 et Baleernet-sauvignon et de Merlot pour les millési2@88 et
2009. En rouge, valeurs reflétant des différenggsfcatives avec un risque d’erreur inférieur%.5

Tableau XXIII : Espeéces identifiées pour le millésime 2008.

Tableau XXIV : Espéces identifiées pour le millésime 2009.
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| ntroduction

La production des vins rouges de qualité constitnesnjeu économique important
pour toutes les régions viticoles. Elle est dineaat liée a la qualité de la matiére premiere,
le raisin, qui doit contenir des teneurs suffisarda composés d'intérét cenologique (arémes
et composés phénoliques) facilement extractibles.

Ces composeés d'intérét sont synthétisés dansdaabatours de son développement et
accumulés dans la pellicule lors de la maturaturant cette étape, la baie de raisin connait
de nombreux changements physiologiques tels quegdmsdissements cellulaires, une
accumulation de sucres et d'eau dans les vacuatedadpulpe et des modifications
importantes des constituants pariétaux conduisantaanollissement du fruit et a une

augmentation de sa sensibilité vis-a-vis des agmitsogenes.

La texture de la pellicule du raisin représente part importante des caractéristiques
organoleptiques pouvant orienter le choix des quas de vinification. Ainsi, la nature et la
proportion des molécules extraites lors des viatfans sont variables du fait de la texture de
la pellicule mais aussi de leur localisation, der lgaison avec les composés pariétaux et de
leur solubilité. La sélectivité de I'extraction aeonc fonction de la capacité que I'on aura a
atteindre les composés souhaités la ou ils se érdu\Ces variations d’extraction peuvent
dépendre de plusieurs facteurs comme le cépagesoladitions climatiques, les pratiques

culturales modifiant le microclimat au niveau daisins et les traitements post-récolte.
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Actuellement les méthodes de détermination deulditg¢ du fruit n’intégrent pas les
paramétres de texture permettant de définir ladégnde la pellicule. Or, il est probable que
I'extractibilité des tannins pendant la vinificatieet leur perception sensorielle soient en
relation avec les parameétres de texture de la dmieaisin et en particulier des propriétés

mécaniques de la pellicule.

Ce projet vise d’'une part a mieux caractériseeldure de la baie et d’autre part a
identifier les organisations et les structuresutaites, pariétales et moléculaires déterminant
celle-ci. Les données nouvelles obtenues permettadars de relier les capacités
d’extractibilité des tannins a des perceptions aéeltes mais également d’optimiser a terme,
les méthodes d’'analyses et d’extraction de ces osé® A plus long terme, ces travaux
devraient aboutir a la validation d’outils instrumeux qui pourraient permettre de
comprendre a partir de quel moment les évolutionsrascopiques, macroscopiques et
biochimiques qui interviennent au cours de la naioin pelliculaire se répercutent sur la

perception sensorielle de la texture de la pelicul

Depuis plusieurs années, la caractérisation dellecyde et de sa maturité est un des
principaux axes d’'étude du laboratoire. Ainsi, tiesvaux de Christelle Deytieux (2005) ont
montré que le métabolisme et la physiologie deellicule étaient difféerents de celui de la
pulpe. L’approche protéomique a permis de mettréuitience des modifications importantes
dans la pellicule a partir de la véraison notamneenicernant la dégradation des parois et la
biosynthese des composés phénoliques (Deytewmt, 2008). Dernierement, les travaux de
Séverine Gagné (2007) ont permis d’identifier denig¥@ précise la composition en tannins

des différents compartiments cellulaires et d’eutdur évolution (Gagnét al,, 2006).

L'objectif du travail présenté ici est donc d’apfmadir notre connaissance sur la
localisation, la biosynthese et la structure chueigles tannins du tissu pelliculaire mais
également de comprendre comment ils sont orgadiags le maillage pariétal pour mieux
appréhender les conséquences des mécanismes t@vales parois sur I'organisation et
'agencement de ces molécules. Enfin, I'estimatiame possible adéquation entre I'état de
dégradation pelliculaire et le niveau de diffusides tannins par une approche physique et
sensorielle permettra de mieux caractériser laitexde la baie et ainsi d’évaluer la qualité du

fruit au moment de la vendange.
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La premiére partie de ce mémoire est une étudkotpibphique synthétisant les
connaissances actuelles sur la pellicule de la @aieaisin, la structure et I'évolution des
parois cellulaires au cours du développement dt diasi que sur les composés phénoliques
et leur biosynthese. Elle est suivie de la desonpiies matériels et des méthodes utilisés au

cours de I'étude.

La seconde partie rapporte en 4 chapitres leftaésobtenus. Dans un premier temps,
la localisation des tannins, leur caractérisatidnleir agencement au sein des parois

cellulaires au cours de la maturation de la pd#iclu raisin est présentée.

Dans un second temps, nous nous sommes intéresseparticulierement a leur
biosynthese en étudiant I'activité, I'expressioriaetocalisation des deux derniéres enzymes
connues de la voie des phénylpropanoides: la #locyanidine réductase et
I'anthocyanidine réductase.

Par la suite, une étude compléte a été menée é&woldtion de l'ultrastructure des
parois cellulaires et sur les mécanismes impligi&ss la réorganisation pariétale de la
pellicule. Comme pour les tannins, l'activité, lrssion et la localisation de deux enzymes

pectolytiques, la pectine méthyl estérase et lggadhcturonase, ont été précisees.

Enfin, nous avons étudié la texture de la pekicdé la baie de raisin au cours de la
maturation par une double approche, sensorieb@aiytique, avec pour objectif de vérifier si
les évolutions microscopiques, macroscopiquesaghiniques qui intervenaient au cours de
la maturation pelliculaire pouvaient se répercsterla perception sensorielle de la texture de
la pellicule. Cette approche nous a également gediévaluer divers outils de mesure

susceptibles a terme d’étre utilisés par les Jitcus.

Ce travail a été mené sur des raisins cultivéglein champs dans les diverses zones

de la région bordelaise et deux cépages, le Cabsangignon et le Merlot, ont été choisis.
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I.  Evolution de la pellicule au cours du développemertte la baie

.1 Rappel sur le développement de la baie de raisin

La baie de raisin est un fruit charnu dont le déppément suit une courbe en double
sigmoide (Coombe, 1973), permettant de définir dplrases de croissance active (Statdt
al., 1986) (Figure 1).

La premiére sigmoide correspond a la formation kt eroissance végétative de la
baie. Les teneurs élevées en acides désoxyriboguett (ADN) des jeunes baies
caractérisent cette période de croissance actives'guplique par des divisions cellulaires
intenses (le pic de division ayant lieu 8 jourseaitoraison) qui cessent 30 a 40 jours apres la
floraison dans la pellicule (Jona et Botta, 1988jctivité photosynthétique intense favorise
la croissance cellulaire, la synthese et l'accutmarlad’acides organiques (tartrique et
malique), d’acides aminés mais aussi dacides hydionamiques et de tannins
principalement dans la pellicule et les pépins.al’eet les minéraux sont importés par le
xyleme et le saccharose, transportés par la sdeémlenne, et métabolisés pour assurer le
fonctionnement cellulaire. La fin de la périodealeissance végétative se caractérise par un
ralentissement de la croissance et le diametréddies évolue peu. La taille finale des baies
est déterminée des la formation celle-ci et estiémicée par de nombreux facteurs internes et
externes comme : le nombre de pépins (Coombe, 19@Bprovisionnement en carbone
(Coombe, 1962 ; Kliewer, 1970), les parametres atiigues (température, ensoleillement,
eau) (Mc Carthy, 1999), et I'équilibre hormonal ¢Buediset al, 1987 ; Chervinet al,
2004).
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Acides Organiques, Tannins

Anthocyanes, Sucres

Croissance végétative Maturation

-~
=
Z e
-
< =
= =
=
2
Tannins

| | I | |

| I | |

20 30 50 60 80 100

Jours aprés anthése
Floraison Véraison Maturité

Figure 1 : Courbe de développement de labaie de raizsin (d'aprés Coombe, 1973).

La seconde phase de développement est dénommeée gehasaturation. Elle débute
par la véraison, période durant laquelle les camagons en solutés (notamment en acides
tartrique et malique) sont maximales et 'accumafatles sucres et des anthocyanes débute
(Bosset al, 1996a). La durée de cette phase est liee aerddw@ment de la maturation, et
non a la taille des baies. Cette seconde phaskerémigrandissements cellulaires liés a une
accumulation de sucres et d’eau apportés par la pBloémienne vers les cellules de la
pulpe. Durant cette période, le volume, le poiddeetliamétre de la baie vont fortement
augmenter. Le métabolisme de la baie change : sflerichit en sucres, en composeés
aromatiques et en composeés colorés (anthocyanegyoissance du fruit serait autorisée par
un relachement des parois cellulaires au niveala gilpe, dans un premier temps, puis au
niveau de la pellicule. La baie connait un ramsdliment qui pourrait étre lié de la perte de

cohésion pariétale des cellules de la pulpe (jukrteolysaccharides et de tannins).
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1.2 La pellicule de raisin : aspect histologiques et ¢glogiques

Anatomiquement, la baie de raisin est composéeédicgrpe (partie charnue) et de
pépins (Figure 2). Le péricarpe se compose detissigs distincts :
0 L’épicarpe ou la pellicule,
[0 Le mésocarpe ou pulpe, constitué de 25 a 30 assHakires,

[0 L’endocarpe constitué d’une fine couche de cellalesontact avec les pépins.

Pellicule(epicarpe)

Eeseau vasculaire

/ périphérique

Loges
carpellaires ™

L]
Mésocarpe externe

= Mésocarpe interne PUlpe
Septum
Y Tégum ent .
T Albumen Pepm
e Embryon
e 15,5 .
i Fériphérique ‘ Faisceaux
™ Central O y
riblo-vasculaires
T Séminal

Firceau

Pédicelle

Figure 2 : Représentation schématique de la structure d’une baie de raisin (d'aprés Coombe, 1987).

L’épicarpe ou la pellicule est un tissu essentelalbaie de raisin. L'épicarpe est la
partie la plus externe du fruit, elle représente 8% du poids total de la baie et constitue la
barriere entre le milieu extérieur et I'intériew & baie. Elle est également le lieu de synthese

et d'accumulation d’'une majorité des composeés éféttoenologique.
L’épicarpe est composé de la cuticule, de I'épideande I'hypoderme.
La cuticule est la partie externe de la baie dament en contact avec les agents

extérieurs et joue ainsi un réle important danslééense de la plante. La cuticule est un
6
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« revétement cireux », translucide et acellulaiomstituée a 65% d’acides polyhydroxyliques
mais aussi d’acides gras (3%) dont I'acide oléiiii@oway et Baker, 1970). La formation de
la cuticule débute trois semaines avant I'anthasanigeau des ovaires des fleurs, par le
développement d’arétes de cuticule a la périphggiehaque cellule épidermique. Lors de
'anthése, les arétes cuticulaires se séparentaptaissent pour former, a maturité, une
couche mince, continue et relativement lisse. EBpaia la véraison, elle s’amincit
progressivement lors de la phase de maturationdiél@t al, en 1996, ont montré par
autofluorescence que la cuticule se divisait eis tamnes : des cires épicuticulaires a la
surface de la baie, une zone de faible fluorescehcae zone de grande intensité en contact
avec les parois externes des cellules de I'épiddaverisant les échanges paroi-cuticule
dénommeée « paroi cuticularisée » (Considine et Krik®79). L’autofluorescence de la

cuticule est liée a ses teneurs en acides phérsli@cides férulique et p-coumarique).

L’épiderme est constitué d’'une seule couche deleslcubiques qui s’allongent lors
de la seconde phase de croissance active permaitaniun relachement de la paroi et une

augmentation de sa déformabilité et de son élastici

L’hypoderme est composé de 10 a 15 couches delesitiont les dernieres assises

peuvent se différencier en cellules de pulpe apéesison (Fougeres-Rifet al, 1996).

Une étude ultrastructurale de la pellicule de loleaisin a été menée par Hardie en
1996. Avant la véraison, les parois cellulaired'égiderme et de I'hypoderme sont fines (1,5
um). Dans les cellules, les vacuoles sont nhombseasecontiennent pour la plupart des
composes phénoliques. Les organites tels que lexmoindries, le réticulum endoplasmique
et les appareils de Golgi, ainsi que les chlordptasont nombreux et a proximité du noyau.
A véraison et apres celle-ci, les parois cellufasent plus épaisses (3 um). Les vacuoles sont
fragmentées, les plastes contiennent de nombrglactides, le réticulum endoplasmique est
moins développé et les mitochondries sont plusgsetCes observations révélent une activité

métabolique forte essentiellement avant la véraison

Plus récemment, Amrani Joutei et Glories ont néoetn 1994 que les polyphénols
s’accumulaient dans I'épiderme ainsi que dans Uedrg couches de cellules hypodermiques

qui le bordent, puis évoluaient en tannins et géhayanes. Au niveau cellulaire, les tannins

7
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peuvent étre libres dans le suc vacuolaire, liés @wtéines et aux polysaccharides des
membranes vacuolaires mais également liés aux spagbi plus spécifiquement aux

polysaccharides pariétaux.

Les teneurs en sucre de la pellicule restent faipée rapport aux cellules de la pulpe
mais les teneurs en acides organiques sont élé@ds citrique, malique, tartrique).

Au cours du développement, la pellicule de raism subir des modifications
structurales mais aussi chimiques lui permettantédester a la pression mécanique exercée
par I'expansion des cellules de la pulpe, de @smtix attaques d’agents pathogénes et aux
conditions climatiques. De plus, a maturité, ldipele de la baie de raisin a accumulé en
quantité des composeés d’intérét cenologique (arét@esins et anthocyanes) qui déterminent
la qualité de la baie et du vin par la suite.

1.3 La texture des baies

La texture de la baie et I'extractibilité des cormg® d’intérét cenologique sont
étroitement liées. Or a ce jour, peu d'études @ninis de définir les propriétés mécaniques
de la pellicule. Par contre, sur d’autres fruirime, tomate, kiwi) la texture est une mesure
couramment utilisée pour définir leur maturité, rlaptitude a la conservation ou a la

transformation et pour apprécier leur qualité (Zatal, 2005 ; Campst al, 2005).

Les principaux outils utilisés permettent d'étudiar compression du fruit et de
mesurer la déformabilité de celui-ci. A notre cassance, 3 types d’outils sont couramment

décrits.

Le premier outil est une machine universelle daurexde type MTS, Synergie qui
mesure la compression ; les baies sont placéesstiop équatoriale entre deux plateaux et
compressées & hauteur de 20% et & une vitesse men58in’. Les courbes de pression en
fonction de la déformation sont analysées a pdeiB paramétres : la pression associée a la
premiere compression (P1), la pression associée siedonde compression (P2), le travail
associé a P1 et a P2, la pente de la premiére essipn et de la deuxieme compression, la
cohésion et le caractéere gommeux. L'expression rmssiltats en pression permet de
s’affranchir du diameétre du fruit. Cet outil utdisur la pomme par Méhinagit al. en 2003
et 2004 a permis de mettre en évidence une caarélantre I'évolution de la texture du fruit,

8
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la composition chimique et I'évaluation sensoriei@ 2001, I'équipe de Grottt al, puis en
2007, celle de Le Moignet al. ont utilisé cet appareil pour étudier la baie disin. Les
parametres de premiere compression sont appasipdrénents pour suivre I'évolution des
propriétés texturales au cours de la maturatiorieanavec les descripteurs sensoriels, et les
parametres de deuxieme compression ont permissderdiner fortement le type de parcelle.
Cependant, les textures sont différentes en fomctes années mais aussi des stades ; ainsi, a
'approche de la date de vendange, les texturesressemblent et deviennent peu

différenciables par cette méthode.

La seconde méthode couramment décrite consista @éskructuration mécanique du
tissu et en I'analyse de la structure des pardis.&été développée par I'équipe de Devaux
(2005) et appliquée sur le péricarpe de tomate.appareil (Instron, 1122), composé d’'une
plaque fixe et d’'un piston & moteur (vitesse : 20.min™), déstructure par compression un
disque de péricarpe découpé préalablement. C'ekirt@ de compression nécessaire a la
déstructuration de la paroi qui est mesurée etflegments générés sont analysés par
microscopie photonique en lumiére blanche. Lesltaswobtenus dans cette étude ont permis
d’établir de fortes corrélations entre les forcésassaires a la fragmentation du péricarpe, la
structure cellulaire et le caractere farineux dutfmais n'ont pas été jugés suffisants pour

prédire la texture du fruit percue en bouche.

Enfin, la troisieme catégorie d’outil mesurant éxttire du fruit est le pénétrometre.
Cette technique a été utilisée par Méhinagfical, en 2003, sur la pomme. Une sonde
cylindrique (diametre: 4 mm), de type convexe,fgrer les pommes pelées. Deux
perforations de 10 mm sont réalisées a chacunexdesmités du fruit avec une vitesse de 50
mm.min'. Sept paramétres sont mesurés : la force de jpépétrla force de rupture des
chairs, la pente de la courbe force/déformationgddéormation associée avec la force de
pénétration, le travail associé a la force de pétiéh ainsi que celui associé a la force de
rupture des chairs et enfin la force limite de cagspion de la chair. Les résultats obtenus par
cette équipe avec le pénétrometre correlent fomémnesc les criteres sensoriels concernant la
texture du fruit. Cependant, leurs mesures ne lemtr@as avec les descripteurs aromatiques
et de saveur, pourtant il existe bien un lien etareexture (structure cellulaire, cohésion et

teneur en eau) et certains criteres sensoriels etangodt et les ardmes. De plus, il est a
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noter que cette étude a été réalisée sur pomme gele seule la texture de la chair du fruit a

été mesurée et non son péricarpe.
Il.  Les parois cellulaires au cours de la maturation ddruit

La maturation des fruits charnus s'accompagne denbneux changements
physiologiques aussi bien au niveau de la texteréadoellicule que de la composition des
parois cellulaires. Ces changements se traduisganiepramollissement du fruit, lié a la
dégradation des parois cellulaires (Brumnetlal, 2004) et entrainent une augmentation de

la sensibilité aux agents pathogenes.

1.1 L’évolution de l'ultrastructure pariétale

La paroi cellulaire est un réseau fibrillaire relament rigide englobant la cellule
végétale (Figure 3), formée d’'une paroi primairpafois d’une paroi secondaire.

Lamelle movenne

Parolprunaire

II " IH Paroi secondaire

€——— DPlazsmodesme
Membrane
: plasmique

Figure 3 : Représentation schématique des parois cellulaires d'une cellule végétale
(d’aprés Detrimont et Klein, 2001).

La paroi cellulaire primaire est un organelle etiséet doit étre suffisamment rigide
pour donner la structure, la taille et la forme&éllule. Elle joue un réle important dans la

croissance des plantes, la différenciation cellela@t la communication intercellulaire par

10
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'intermédiaire des plasmodesmes (Robarts et Lud890). Elle protege également les
cellules des chocs osmotiques en résistant a ksiprede turgescence et son intégrité est
déterminante dans les processus d’infections paadents pathogenes (Carpetaal, 1993).

La paroi cellulaire secondaire est déposée apegpdnsion cellulaire et differe de la paroi
primaire a la fois dans sa composition chimiquesat architecture (Mc Cann et Roberts,
1990).

La paroi n'est pas une structure statique maiserdriteaucoup d'enzymes capables de
modifier les polysaccharides constituant cette icati(Fry, 1995). Par conséquent, la
composition et la structure de la paroi cellulagieangent continuellement pendant le
développement de la cellule végétale impliquant wéeie coordonnée de processus
biochimiques comme la biosynthése des composansieoi cellulaire pendant la phase de
croissance de la cellule puis leur dégradation emr Féarrangement pendant la phase de
maturation du fruit (Goulao, 2008).

Pendant la phase de croissance, I'épaisseur das pallulaires de I'épiderme externe
augmente et les parois des cellules hypodermigutesnes s'épaississent considérablement
(Hardieet al, 1996). Au début de la véraison, le ramollissendest pellicules de raisin est di
a I'hydratation et au gonflement des parois delilesl épidermiques et sous-épidermiques
tandis que la dégradation de la lamelle moyenne Bnassises cellulaires sous-jacentes crée
un mouvement d’« ondulation » de la paroi celldafRajei, 1987 ; Huangt al, 2005).
Certaines cellules hypodermiques de ces assisése@t@n cellules de la pulpe au cours du
développement de la baie de raisin. De hombrewatra (Fougere-Rifoet al, 1996 ; Ollat
et al, 2002 ; Huangt al,, 2005 ), décrivent I'évolution des parois celitda en deux phases :
dans un premier temps, les parois des cellulesdgypuiques perdent leurs polysaccharides
mais maintiennent leur épaisseur, puis dans unngetemps, les parois s’affinent pour
devenir aussi fines que les parois des celluletadaulpe. Ces changements structurels,
comme pour les autres fruits charnus, seraien@liEaction des enzymes de dégradation des

parois cellulaires.

11
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1.2 Structure et composition de la paroi cellulaire

La paroi cellulaire est constituée dun réseau derg de macromolécules
constitutives (Figure 4). Les microfibrilles de lo&se dont le positionnement est maintenu
par les hemicelluloses constituent la trame rigidda paroi. Un réseau de pectines consolide
ce maillage et influence, par leurs propriétésqgaas, I'activité des enzymes pariétales. La

paroi cellulaire est également riche en matériel polysaccharidigue composé de protéines

structurales et de protéines a activité biologigrreymes pectolytiques).
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Figure 4 : Modéle d’arrangement de la paroi primaire et représentation deg structures des principaux
polysaccharides qui la constituent, d'aprés Vorwerck et af. (2004).

Le modéle de organisation des polysaccharides comprend les micrafibrilles de cellilose (Cel); les hémicelluloses @

xylaglucane (XG), rhanmogalactironanes (RG) I et II, homogalactonaronarne (HG), arabinanes (Ara), gdlactanes (Gal) ;

les fons calcivom et la membrane plasmique est symbolisée ainsi : P
Les symboles utilises dans le moctéle des structures o, acetate ; A, Larabinose | C, acide acérique ; D, acide I-3-deaxy

byco-2-heptidopy ranosyligue | F, ficose ; G, ghicose ; K, acide 3-decqy manno-octidosique ; L galactose [, méthyl » P,
apiose ; R, rhamnose [ U, acide galacturonigue ; 7, acide glicuronigue ; X, xyplose.

Les protéines structurales sont subdivisées en tlasses : les glycoprotéines riches
en hydroxyprolines (HRGP) impliguées dans lintégrstructurale et la croissance, les
protéines riches en glycine (GRP) participant égal& a la structure pariétale et les protéines

riches en proline (PRP) participant a I'élongatiamiétale (Showalter, 1993).
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Comme pour la plupart des végétaux, la paroi @étell des baies de raisin est
composée de 90% de polysaccharides et 10% dermmst@ilunaret al, 1997). Elle contient
également d’autres éléments tels que le calciumemplus de son réle dans la signalisation
cellulaire et de ses roles physiologiques, intervéians la cohésion des parois en se liant aux
polysaccharides pectiques. Les parois sont alous pigides et moins accessibles aux
enzymes pectolytiques, en particulier celles predupar les pathogénes. A maturité, le
calcium migre de la pulpe vers la pellicule et lajenre partie de cet élément se situe dans les
fractions pariétales (Chardonney, 1994). Au cordréas cellules de la pulpe sont riches en

potassium intracellulaire et les teneurs en calghanetal sont faibles.

[1.2.a La cellulose

La cellulose, de par son role de trame rigide, lestonstituant polysaccharidique
majeur : 25% de la paroi cellulaire. La cellulosé @n polymére monotone formé de chaines
linéaires non ramifiées d’unitdsD-glucopyranosides liées en position+4). Les fibrilles
de cellulose sont synthétisées au niveau de la magmalplasmique par le complexe de la
cellulose synthase. Les molécules de cellulose fmwnmtées par addition de glucose et des
liaisons hydrogénes intra- et inter-chaines formant réseau de microfibrilles rigides,
insolubles et cristallines. Les microfibrilles dellalose se positionnent ensuite par rapport au

réseau cellulosique déja en place dans la paroi.

La chimie et la structure de la cellulose expliguson réle de trame rigide de la paroi
et sa flexibilité s’explique par le degré de lildedu niveau de chaque liaison hydrogene. Le
ramollissement du fruit lors de la maturation nensle pas étre lié aux changements
structuraux de la cellulose mais a une dégradaties composants non cellulosiques
conduisant a une perte d’organisation du réseailidike (Gross et Wallner, 1979 ; Ahmed et
Labavitch, 1978).

I1.2.b L’hémicellulose

Les hémicelluloses sont une large famille de palgisarides dont la diversité
s’observe au niveau des sucres constitutifs maadedgent dans la nature des liaisons qui
interviennent dans la structure. Les hémicelldagmthétisées dans les vésicules golgiennes

et exportées dans la paroi par exocytose, sontrit@@jement des xyloglucanes. Il s’agit
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d’hétéropolymeres avec une structure répétée dmsps lies ef-1,4 et de courtes chaines
latérales de xylose, de galactose et de fucoseohformation de la chaine principale de ce
polymére serait responsable des liaisons hydrogavess les microfibrilles de cellulose mais
la présence des chaines latérales empécheraitniatfon de fibrilles d’hémicellulose. Les
xyloglucanes jouent un réle fondamental dans Ientigai de la trame cellulosique de la paroi.
Au cours de la maturation des fruits, des enzymeéciiques telles que les

endoglucanases, les xyloglucan endotransglycosidasdes expansines contribuent a la
dépolymeérisation des xyloglucanes (Brummell et id8p 2001). Cette dépolymérisation est
plus ou moins marquée en fonction des fruits. CleZraise, les hémicelluloses se
dépolymérisent de facon significative, avec uneucédn de leur masse molaire (Huber,
1984 ; Rosliet al, 2004). Au contraire, chez la tomate (Tong ets5yd988) ou le melon
(Rosset al, 1993), trés peu de variations du poids molérildé ces composés ont été notées

au cours de la maturation.

Il.2.c Les polysaccharides pectiques

Les pectines sont une famille d’oligosaccharidedegpolysaccharides trées complexes
et diversifiés dans leur structure fine (Ridlelyal, 2001) et dont la chaine principale est
constituée d’acidex-D-galactopyranosyluronique ou acide galacturonidwes trois classes
de pectines les plus connues sont les homogalactnes et les rhamnogalacturonanes | et Il.
Les homogalacturonanes (HG) sont les polymeéreslies simples, constitués d’'une chaine
polygalacturonigue non ramifiée généralement ialée dans des zones
rhamnogalacturoniques. Le rhamnogalacturonane | jR&3t composé d’'un squelettel -
rhamnose alterné avec 'acideD-galacturonique et ramifié principalement par deaines
latérales de galactanes et d'arabinanes. Le rhamhacigronane 1l (RG II) contient un
squelette homogalacturonique constitué de 8 a didu® substitués par 4 chaines latérales
(Vidal et al, 2000) contenant 11 oses différents dont certaorg rares comme IB-D-
apiofuranose, le 2-@-L-méthylfucose ou le 2-@-D-méthylxylose (Darvillet al, 1978). La
structure de base des pectines serait le RG hguelle les chaines HG et RG Il seraient liées
de maniére covalente (Vinckenal, 2003).

Les pectines sont synthétisées dans I'appareil algi @uis exportées dans I'espace

périplasmique par exocytose. Au cours de la maturatles polysaccharides pectiques
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subissent de nombreuses modifications. Les motdits les plus importantes concernent la
solubilisation des pectines (Gross, 1984 ; Carongt al, 1993 ; Redgwelkt al, 1997) qui
serait liee a la dépolymérisation des polysacckarid’'augmentation de [lactivité-
galactosidase entrainerait la perte des unitéecigalas des chaines latérales (Barnaataal.,
2000). L'étude de Huang (2005), portant sur I'étiolu des parois de la pellicule de raisin,
décrit une augmentation de la fraction soluble Igdesnent a une diminution des
hémicelluloses, de la cellulose et des pectineslubtes suggérant une hydrolyse des

polysaccharides structuraux de la paroi celluldés pellicules de raisin.

Le second phénoméne majeur de modification despobharides pectiques concerne
leur degré de méthylestérification. Les pectinest synthétisées puis transportées vers le
périplasme avec un degré de méthylation élevé (kieeVan Cutsen, 1992 ; Willats, 2001).
Au cours de la maturation de la baie de raisin@aéthyl-estérification des pectines a lieu
muro par la pectine méthylestérase (PME) (Barnasbal, 2001). La diminution du degré
de méthylation semble augmenter les zones de gorsctles chaines homogalacturoniques par
la formation d’intéractions de typeegqg box» avec les ions calcium (Rees, 1982). Le degré
de méthylation modulant I'accessibilité des pedimpparait réguler I'activité d’enzymes
impliquées dans le ramollissement du fruit comnae,gxemple, I'activité polygalacturonase.

1.3 Les enzymes impliquées dans I'évolution pariétale

De nombreuses enzymes pectolytiques participedvallition structurale de la paroi
telles que des polygalacturonases (PG), des psctinéthyl-estérases (PME), ou des
xyloglucan endo trans-glycosylases (XET). L'extiaitité et la diffusion des tannins dans le
vin lors des étapes de vinification, dépendent mdge partie de I'état de dégradation des

parois cellulaires de la pellicule par ces enzymes.

Il.3.a La pectine méthylestérase (PME)
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La PME (EC 3.1.1.11) catalyse I'hydrolyse des geupnts méthylesters erns @es
acides galacturoniques présents dans la lamellemmayet les parois primaires des végétaux
supérieurs (Figure 5). Selon le pH, le degré dehyhestérification initial des pectines, la
concentration en ions calcium, I'équilibre hormoatla présence d’inhibiteurs, la PME peut

agir sur les pectines linéairement ou aléatoirer(icheli, 2001).

. COOCH: . COOH
"5 o 2H,0 2CHOH ™~ A0
OH

OH

Figure 5: Déméthylation des pectines par la PME.

Plusieurs études ont montré I'appartenance de l& RMune famille multigénique
(Richardset al, 1996 ; Micheliet al, 1998) et I'étude du génonmBArabidopsis thalianaa
permis d’identifier prées de 67 génes codant pouysrtaéine PME (Kaukt al, 2000). Les
genespme codent pour une pré-pro-protéine possédant uneeség d’'adressage pour le
réticulum endoplasmique. La pro—région située eterNinal présente des homologies de
séquence avec la protéine inhibitrice des PMEM&P Les isoformes contenant ce domaine
ont été classées comme appartenant aux PME dd tgpeis que celles de type Il en sont
exemptes (Micheli, 2001). Les travaux de Bosch,2€05, ont attribué ce domaine a
I'adressage subcellulaire de la protéine mais aussie fonction inhibitrice. En effet, la pro-
PME est sécrétée dans I'apoplasme via I'appareilGdi et la pro-région régulerait la
libération des PME matures de 'appareil de Galgolf et al, 2009), (Figure 6).

Dans la paroi de la cellule, la déméthylestérifaratlinéaire libere des groupements
carboxyles qui interagissent avec les ions calcatnoréent un gel pectique entrainant une
rigidification de la structure. Au contraire, landéthylestérification aléatoire libere des sites
d’action d’endopolygalacturonases qui hydrolysexs thaines d'acides galacturoniques et

contribuent au ramollissement.

Une étude de transgenése (Viceri al., 2005) a montré que la surexpression
d’'inhibiteur de PME endogenes cheArabidopsis thaliana qui empéche la

déméthylestérification des pectines, augmentaitsistance dBotrytis cinereales auteurs
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supposent que l'activité PME favoriserait I'actide polygalacturonases fongiqussr les
pectines et concluent que la PME pourrait étre iopggle dans la sensibilisation aux

pathogenes.
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Figure 6 : Hypothése sur 'excrétion de la PME dans I'apoplasme et sur sa maturation, d’apres
Micheliet af. (2001).

Le clivage de la pro-région (rouge) de la protéine mature (vert) intervient soit avant soit apres
I"excreétion de la PME dans 'apoplasme (a, ¢). Dans le premier cas, la pro-région est soit degradée
(d), soit joue un role non déterminé dans la cellule (&) on dans ’apoplasme (f).

Le transcrit d’'un génpmea été identifié dans la pellicule de Cabernet-gpuon et ce
gene s’exprime de la fermeture de grappe a la m@@wec une augmentation de I'expression
a maturité (Deytieurt al, 2008).

L’activite PME a été détectée par différents audedans tous les tissus de la baie : les
pellicules de Muscat Gordo Blanco (Nuranal, 2001) a tous les stades de développement,
le péricarpe de I'Ugni blanc (Barnavat al, 2001), la pulpe et la pellicule de Cabernet-

sauvignon (Deytieux, 2005 ; Deytieekal, 2008). Chez le Cabernet-sauvignon, cette activité
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chute fortement a la véraison dans les deux tigauis, augmente a nouveau. A maturité,

I'activité PME est maximale dans la pellicule ehimale dans la pulpe.

Son expression tout au long du développement diniénution constante du degré de
méthylestérification des pectines insolubles étaybgpothese de l'implication de la PME
dans la maturation de la baie de raisin (Barnatah, 2001).

[1.3.b La polygalacturonase (PG)

Les polygalacturonases (PG) sont une des familkss dlus étudiées dans le
ramollissement du fruit lors de la maturation. B€3 sont des glycosidases qui hydrolysent la
liaison glycosidique eni-(1—4) entre des résidus d’'acide galacturonique noériéét et

notamment dans les chaines homogalacturoniques.

On distingue deux types d’activités: les exo-palggturonases et les endo-
polygalaturonases. Les exo-PG ou galacturanam-galacturonidases catalysent I’hydrolyse
d’acides galacturoniques situés aux extrémités néductrices des chaines d’acides
galacturoniques, libérant des unités monogalactiesn Les endo-PG catalysent I'hydrolyse
des chaines d’acides polygalacturoniques et libexi@si de courts fragments d’acides oligo-
galacturoniques. L’hydrolyse se produit de facoéatdire au niveau des liaisons entre les

résidus galacturoniques.

Le calcium est un inhibiteur de I'activité polygetiaronase. En effein vivo, la liaison
du calcium aux pectines pariétales limite I'acceslal PG a son substrat (Buesckeéral,
1981 ; Churet al, 1998) mais la présence d’agent chélateur tel’&ErA permet de lever
cette inhibition. De plusin vivo, la pectine méthylestérase (PME) catalyse la repte la
liaison ester des groupes carboxyles méthylés @adus galacturoniques. D’apres Fisher et
Bennet (1991), I'action de la PME serait préalableelle de la PG en rendant le substrat de
cette derniére plus accessible. Ainsi, l'activitds Pserait dépendante du degré de

méthylestérification des pectines et d’autant jpdute que le degré de méthylation est faible.

L’ensemble des études relatives a la PG semble reroqtril existe une famille

multigénique de PG chez les plantes. L'arbre p8m@tique, non exhaustif, élaboré a partir
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des alignements de séquences de génes codantg® kchez 28 espéces végétales est
composeé de 4 branches (Deytiabal., 2008).

La premiére branche, dénommeée groupe B, regroifijgeetites PG impliquées dans
les processus de maturation et de ramollissemenfruies (Wanget al, 2000) ainsi que dans
des zones d’abscission et posséde un peptide sjgnpburrait jouer un réle dans le transport
cellulaire (Dal Degart al, 2001). Le gen®¥wWG1 des baies de raisin appartient a ce premier
groupe.

Les genesvwWPG2 etVWPG3 appartiennent au groupe E. Cette branche negron
ensemble de génes dont la spécificité d’expressmmpas été clairement définie. En effet, de
nombreux genes appartiennent a I'esg@lyeine mayet ont été isolés a partir de racines. Ces
genes seraient exprimés en réponse a des attagqgestd pathogenes (Mahalinganal.,
1999).

Le troisieme groupe, PG A, correspond a un ensemblgénes exprimés dans les
fruits climactériques et plus particulierement clleezomate selon I'étude de Hadfiedd al
(1998).

Le dernier groupe, PG C, regroupe des PG exprirdéas les anthéres des fleurs
d’Arabidopsis thalianat de mais ainsi que dans le pollen de tabac.

Chez le raisin, les résultats des études concelaativité de la protéine PG sont tres
variables. En effet, Cabanne et Donéche (2001)rmaoritré une activité polygalacturonase
croissante au cours de la maturation de la baraidin de cépage Sauvignon alors que Nunan
et al. (2001) et Deytieuet al.,(2008) n’ont pas détecté d’activite.

Concernant I'expression des genpg, Deytieux et al. (2008) ont caractérise
I'expression des transcritgvpgl et Vvpg2 dans la pellicule de baie de raisin du cépage
Cabernet-sauvignomgl est temporellement exprimé avec le déclenchemena déraison
alors quepg2est exprimé uniquement au stade fermeture de grefppn peu avant la récolte.
Leur appartenance a deux groupes distincts soutjgeeces deux protéines sont impliquées,
si elles sont traduites, dans des mécanismes pbgsjoes différents : pgl dans I'expansion
pariétale et pg2 dans la signalisation cellulairacg a la libération de résidus d’acide
polygalacturonique, éliciteurs.

.  Les composeés phénoliques du raisin
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Les composés phénoliques ou polyphénols sont langeprésents dans le regne végétal
(pommes, péches, thé, cacao, raisins...) et dangrtatiits qui en dérivent (cidre, thé,
chocolat, vins...). Dans la nature, plus de centeratbmposés sont présents et prés de deux
cents sont connus dans le raisin. Dans le vin, cle®mposés phénoliques proviennent
principalement de la pellicule et des pépins dbdee de raisin. Les teneurs en tannins des
vins rouges varient entre 1 et 4'gtandis que dans les vins blancs secs, leur camtient est
comprise entre 100 et 300 mby.(Ribéreau-Gayoret al, 1998). Ces différences sont
essentiellement liées a la nature du cépage, airfexux conditions climatiques ainsi qu’aux

conditions de vinification.

Au niveau de la plante, ces métabolites secondaitesvziennent dans les mécanismes de
défense en réponse aux attaques pathogenes. Erceffains composés amers ou astringents,
limitent la palatabilité et la digestibilité de tanes plantes alors que d’autres sont synthétisés
de maniére accrue avec par exemple des phénometigsification des parois dans le but de
limiter la progression des pathogénes. Les tanmpas leur complexation avec les
polysaccharides pariétaux renforcent la structuge parois cellulaires. Les polyphénols

peuvent également, par leur couleur, jouer undétes les mécanismes de pollinisation.

Les polyphénols présentent également des propridtdegiques intéressantes. Leurs
activités anti-oxydantes, anti-cancérigenes, arflisnmatoires et anti-virales sont largement

étudiées en cosmeétologie ou pharmacologie.

Enfin, les composés phénoliques jouent un réle mapbd en cenologie. Les composés de
type anthocyanes contribuent a la couleur, alore ks tannins participent aux effets
sensoriels tels que I'astringence ou 'amertumétude de ces molécules est donc importante
dans différents domaines comme l'oenologie maisiaes santé humaine (Yadat al,
2009).

Les polyphénols de la vigne sont répartis en deaxpes : le groupe des flavonoides et le

groupe des non flavonoides.

Les composés flavonoides sont formés d'un squeldttebase en & (Cs-Cs-Co)
correspondant a la structure d’'un composé de haseléa2-phényl-benzopyrane. Le groupe

des flavonoides, le plus important, comprend :
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* les anthocyanidines (cyanidine, delphinidine,.anstitutivent des anthocyanes,
* les flavanols (catéchine, épicatéchine... donptdgmeres constituent les tannins),

* les flavonols (kaempférol, quercétal,...).

Le second groupe, les non flavonoides, réunit :
* les acides phénols (benzoiques, hydroxycinnamjgue
* les stilbénes (resvératrol, picéide) de strucigr€,-Cs

* les lignines.

1.1 Les composés non flavonoides
lll.1.a Les acides phénols

Les composés non flavonoides majoritaires du raisont les acides
hydroxycinnamiques caractérisés par un squelettmoa en GCs. lls incluent I'acidepara-

coumarique, I'acide caféique, I'acide féruliqué’atide sinapique.

Du fait de leur toxicité potentielle pour les odlls végétales, ils sont souvent
complexés a diverses molécules. Ainsi, on les godans les vacuoles des cellules de la
pulpe ou de la pellicule sous forme d'esters @uiEs (Ribéreau-Gayon, 1965), mais ils
peuvent également se lier aux sucres, aux acigesigues ou aux polysaccharides pariétaux
(Weidneret al, 2000) ainsi qu'aux polyamines (Gestyal, 1997).

Leurs rbles dans les plantes sont divers. lls swssi bien impliqués dans les
processus physiologiques tels que la germinatéofiptaison ou la croissance (Weidetmal.,
1996) que dans la régulation de la voie de biogg#hdes composés phénoliques (Lostke
al., 1991 ; Blountt al, 2000) ou bien encore dans la coloration descpédls de raisin.

Concernant les acides benzoiques, ils possédestuglette carboné eng-C;. lls
existent sous forme libre ou estérifiée par degflals. Dans le raisin, I'acide gallique est le
plus abondant au niveau des pépins (Cétira,, 2008).

lll.1.b Les stilbénes
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Les stilbénes possedent deux cycles benzéniqués palr une double liaison formant
un systeme conjugué de typgC,-Cs (Ribéreau-Gayoet al, 1998), (Figure 7).

La résonance des électrons sur I'ensemble de |@owmlel leur conféere une grande
réactivité. Les plus abondants dans le raisin sanansresvératrol (Jeandet al, 2002), son
dérivé glycosylé (le picéide) et les dimeéres reatréttransdeshydrodimeére etdviniférine
(Waterhouse et Lamuela-Raventos, 1994).

Les quantités dé&ansresvératrol sont importantes dans les pelliculegaisin (20
Hg.g* & maturité) et de par les propriétés anti-pathiogés, les teneurs en stilbénes sont

encore est plus élevées dans les baie botrytiBée et al, 2004).

@N_@

Figure 7 : Structure chimique de base des stilbénes

1.2 Les composés flavonoides

Les composés flavonoides possedent une structurasdecommune constituée par 15
atomes de carbones organisés eAC&Cs: deux cycles benzéniques sont reliés par un
hétérocycle oxygéné pour former une unité flavdngure 8).

Le cycle A (G) est appelé cycle phloroglucinol. Le cycle Bg) @st appelé cycle
catéchol si un atome d’hydrogene est en positioolb’est nommé cycle pyrogalloyl, s'il

s’agit d’'un groupement hydroxyl. Le cycle Csj@st un cycle pyrane.
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Figure 8 : Structure chimique des composés flavonoides. {A)c&ire chimique de base des
composes flavonoides, (B) Structure chimique dee libes flavones et des flavonols, (C)

Structure chimigue de base des flavanones et aesnbnols.

[ll.2.a Les anthocyanes

Les anthocyanes sont les pigments rouges du rdigar structure de base est
constituée de deux cycles benzéniques reliés paruftavylium généralement glycosylé en
Cs (Figure 9). Les cing anthocyanidines, aglyconescaatrées dans le genyétis sont la
malvidine, la paeonidine, la delphinidine, la pétlime et la cyanidine se différencient par
leur degré d’hydroxylation et de méthylation du ley®. L’'aglycone est le groupement
chromophore du pigment. Les anthocyanines sontifgst& par des sucres en positiondr
Rs, ces sucres étant eux-mémes estérifiés en poditipar des acides aliphatiques (acide
acétigue) ou aromatiques (acigmra-coumarique ou caféique). La glycosylation et la
méthylation participent a la stabilisation des antfanes en les protégeant de I'oxydation.
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Anthocyanidine R, R,
Cyanidine OH H
Delphinidine OH OH
Paeonidine OCH H
Pétunidine OCH OH
Malvidine OCH OCH;

Figure 9 : Structure chimique de base des anthocyanidines.

L’'oxygene chargé positivement du noyau flavyliunpleyue la présence de quatre
formes en équilibre en milieu aqueux. Le pH estcdam élément déterminant dans la couleur

et I'intensité des anthocyanes.

Dans les raisins d¥itis vinifera et dans les vins produits a partir de cette espéce
seules les anthocyanines monoglucosides et lep@m@hines monoglucosides acylées sont
retrouvées. Des anthocyanes diglucosides sontriessehe/itis américains et asiatiques.

Les anthocyanes sont présentes dans les vacualegltldes de la pellicule, ainsi que
dans les cellules de la pulpe pour les cépagesutrs. Leur accumulation débute trois
semaines avant le changement de couleur (Darnd,), 160 leurs teneurs augmentent tres
significativement a partir de la véraison. Une #isdtion, voire une légere diminution des
teneurs est observée a maturité. Au cours de ldication, elles sont plus ou moins
facilement extraites par la macération pré-fermientat la fermentation alcoolique en
fonction de la composition en pectines, en celkillelsen glucanes des parois cellulaires de la
pellicule (Ortega-Regulest al, 2006).

Les anthocyanes peuvent interagir avec d’autregpoeés flavonoides dans la vacuole
et ensuite dans le vin. Ce phénoméne de co-pigtemtatermoléculaire est essentiel a la

modulation et a la stabilisation de la couleur.
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La teinte des baies et son intensité dépend dwanide maturité (Perez-Magarino et
Gonzalez-San Jose, 2006). Les teneurs sont modpégede nombreux facteurs comme le
stress hydrique (Robgt al, 2004 ; Koundouragt al, 2007), la température (Most al,
2005), les apports en nutriments et les régulatdargroissance (Pirie et Mullins, 1976 ;
Hiratsukaet al, 2001a ; Delgad@t al, 2004). Le terroir et le cépage ont longtemps été
considérés comme les facteurs déterminants la csitipo en anthocyanes (Vivas de
Gaulejacet al, 2001) mais les travaux de Moet al. (2007) montrent qu’elle est aussi
dépendante des conditions climatiques, les antimesy&es plus stables étant conservées au

cours de la maturation.

Au cours du vieillissement des vins, les anthocgditees se condensent directement
ou indirectement avec les tannins pour former depmeres. Elles peuvent également se

polymériser indirectement entre elles (Atanasewal, 2002).

Des études récentes rapportent également la faimains les vins de nouveaux
pigments, les pyranoanthocyanes (Bakker et Timberld997). Ces molécules ont la
structure d’une anthocyane dont le groupement xydeodu carbone 5 et le carbone 4 sont
reliés par une molécule a liaison éthylénique @gyruvique par exemple). Elles déplacent
la couleur des vins vers I'orange mais cet effett @ére contrebalancé par de fortes teneurs en

acides hydroxycinnamiques (Moratal, 2007).

[11.2.b Les tannins du raisin

Les tannins sont des composés phénoliques soldales I'eau (Bate-Smith, 1954),
résultant de la polymérisation de molécules éléamimd possédant des fonctions phénols
telles que la catéchine et I'épicatéchine. lls samactérisés par leur capacité a interagir avec
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les protéines. On distingue plusieurs familles different par la nature des molécules

élémentaires (Figure 10).

A
OH
OH R Re R:
(+)catéchine H H OH
Fa (-)-épicatéchine H OH H
(+)gallocatéchine OH H OH
(-)-épigallocatéchine OH OH H
OH
B
Acide gallique o OH

OH

Figure 10 : Structure chimique des flavan-3-ok)(et de I'acide galliqueR).

Le raisin contient des tannins condensés provedestparties solides du raisin : la
pellicule et les pépins, qui sont la principale rseuen quantité, ainsi que la rafle. lls sont
extraits au cours de la macération et leur conaBair dans les vins dépend de la nature du
cépage, du terroir, des conditions de vinificai@amsi que des conditions climatiques. Le vin

contient ausdiles tannins hydrolysables venant essentiellemelat lokerrique.

Les tannins condensés, également nommés proanttidicyes ou encore tannins
catéchiques, sont issus de la polymérisation dégriiavanes correspondant a un squelette de
quinze carbones organisés epa@-Cs comme décrit précédemment.

Les cing principaux monomeres du raisin sont :

. (+)-catéchine
. (-)-épicatéchine
. (+)-gallocatéchine
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. (-)-épigallocatéchine
. (-)-épicatéchine-3-gallate.

On parle d’oligoméres lorsque 3 a 10 sous-unigfiols sont reliées entre elles par
des liaisons ¢Cs et/ou G-Cg (Figure 11). Au-dela de 10 unités flavanols, cetsdes
polymeres. Les procyanidines peuvent étre linéaiff@ssons interflavanes /&Cg) ou

branchées (liaisons a la foig-Cg et C-Cg).

R =H : procyanidines

R=OH : prodelphinidines

Liaison interflavane C¢-C,4

Figure 11 : Structure chimique des tannins condenseés.

Les monomeres les plus rencontrés sont la (+)dctecet la (-)-épicatéchine, ils
sont présents a la fois dans les pépins et dapalllaule. Ces monomeres peuvent exister en
tant que tels ou s’associer en dimeéres, en oligesnéonstitués de deux a dix monomeres et
en polymeres, dont le poids moléculaire varie enb@ et 20000 Da (Haslaet al, 1980). En

fonction de la composition en monomeéres, on diglses les tannins en deux classes :

O les procyanidines, qui sont des polymeres de (tdebine et de (-)-épicatéchine,
O les prodelphinidines, qui sont des polymeres degélocatéchine et de (-)-

épigallocatéchine.
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La condensation des flavanols est réalisée enteeunité flavanol électrophile (en
position 4) et une unité flavanol nucléophile (piosis 6 et 8), ce qui conduit a la formation

de liaisons interflavanes de typg-Cs et surtout G-Cs.

Dans la pellicule, les tannins peuvent étre liln@ss la vacuole ou liés. Dans ce cas,
ils seraient associés a des protéines ou des pohaades au niveau des membranes
vacuolaires ou des parois, ce qui limiterait lextractibilité et leur réactivité (Amrani Joutei
et al, 1994). Gagné, en 2006, a montré que seuls 1@%at@ins totaux sont associés aux
parois, la majorit¢ des tannins pelliculaires semdil donc étre localisés dans le
compartiment intracellulaire. De plus quelle qué& &ur localisation, la composition reste
constante au cours du développement, seules léssuwerminales des polymeres différent
entre les fractions pariétale et cellulaire, ce gupliquerait des interactions différentes
(Gagnéet al., 2007). Le degré de polymérisation des tannimg{aax étant supérieur a celui
des tannins intracellulaires, favorisant les imtBo@s tannins-protéines augmentant la
perception d’astringence (Lea et Arnold, 1978). xtractibilité dépendant de [Iétat
d’avancement de la dégradation du tissu pellicejdiévolution de la pellicule au cours de la
maturation doit moduler leur possibilité d’extractiet constitue donc un facteur essentiel de

la qualité des tannins.

Les tannins jouent un réle important en cenologiaurpta qualité et les
caractéristiques organoleptiques des vins (coulsaveur, astringence et amertume). Leur
réactivité est a I'origine de I'évolution constamke leurs structures au cours de la maturation
du raisin, de la vinification et du vieillissemeriin effet, au cours du vieillissement, les
tannins réagissent entre eux ou avec d’autres ce@spohénoliques présents dans le vin, tels
que les ellagitannins et les anthocyanes : cesioéaoont une incidence sur la couleur et les

caractéristiques organoleptiques des vins (Gloti@g8 ; Haslam, 1980).

1.3 Biosynthése des composés phénoliques dans la palkcdu raisin

[ll.3.a La voie des phénylpropanoides
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La voie métabolique de biosynthese des polyphénadsnme celle des autres
métabolites secondaires, est trés complexe : efftgpoend de nombreuses enzymes et possede
plusieurs ramifications, ce qui aboutit a la forimatde nombreux métabolites apparentés et
certaines étapes, les dernieres en particuliersorg pas clairement caractérisées. Les
enzymes de cette voie sont soit constitutivesisdiictibles. La régulation de cette voie est
donc soumise a des signaux exogenes tels que [@étatare, la lumiére, différents stress et
des éliciteurs provenant de la paroi des microosgaes pathogenes (Xie et Dixon, 2005) ou
des signaux endogenes comme les phytohormonesnésuxéthyléne, acide abscissique)
(Gagnéet al, 2006b).

Les polyphénols sont issus de deux voies du méasabel primaire : la voie de

I'acétate et celle du shikimate (Figure 12).

L'acétyl-CoA, voie de l'acétate, provient essemgirient de la glycolyse ou sous
I'action de l'acétyl-CoA-carboxylase il est transfe@ en malonyl-CoA. L’acide shikimique,
voie du shikimate, est issu du phosphoénolpyru(REes>) (produit final de la glycolyse) et du
D-érythrose-4-phosphate issu de la voie des penfolsesphates ou du cycle de Calvin via
une aldolase, une cyclisation et une réductionpphat de PEP donne naissance a I'acide
chorismique qui conduit a la phénylalanine. La ptelanine ammonialyase (PAL) permet
d’obtenir I'acide cinnamique qui deviendra acidequamarique apres action de la cinnamate
4-hydroxylase. La réaction du malonyl-CoA et dugosmaryl-CoA par la stilbéne synthase

permet d’obtenir les stilbénes et les flavonoidasia chalcone synthase.

Les précurseurs des tannins sont formés via la&chalsynthase a partir de la voie des
phénylpropanoides. La dihydroflavonol 4-réductaBd#-R) agit sur la dihydroflavonols
comme la dihydroquercétine pour donner les leutmmyanidines. Deux voies permettent
d’accéder aux monomeres principaux des tannindeueoanthocyanidine réductase (LAR)
qui catalyse la réaction de la formation des catéshet I'anthocyanidine réductase (ANR)
qui produit I'épicatéchine. Cette synthése estmgiemique tandis que la polymérisation des

monomeres, dont le mécanisme (chimique ou enzyogtigest pas connu, serait vacuolaire.
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Figure 12 : Voie de biosynthése simplifiée des composés phénoliques (d aprés Gény (1997) et Marles o
al. (2003))

ANR: anthocyanidine réductase | ANS . sithocyanine synthase; C4H: cnnasmate 4-hwdrozylase; CHI: chalcone isomémse, CHS:
chal cone synthase ; DFR: dihydroflawonoel réductase ; F3H @ favanone 3-B-hydroxylase, F3°H - RADPH -cyto dirome P450-flavonoide 3757 -
hydrozdase GST: dutathion-Stranférase | LAR ; leucoatthocyanidine rédoctase , LDOX : lencoanthocyani dine dioxygénase | OMT : O-
méthyltransférase , PAL @ Phénylalanine ammonialyase; BT thammosyl transférasze ; SANDC @ S-adénosyl-méhionine décarboxylase
515 stilhéne syrthase | UFGT | UDG-gducose favonoide- 3-O-glycosyltransférase.
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l11.3.b Biosynthése des tannins

[11.3.b.i La leucoanthocyanidine réductase (LAR)

La LAR catalyse la réduction de la leucoanthocyaeid (2,3-trans-3,4-cCis-
leucocyanidine) en leucocyanidine avec comme cefacte NADPH (Figure 13). Son
substrat préférentiel est la leucoanthocyanidirigpgtmet la synthése de (+)-catéchine, mais
elle peut également utiliser d’autres isoméres yilecB comme la leucopelargonidine et la
leucodelphinidine, et ainsi produire I'afzéléchieé la gallocatéchine. Les substrats de
I'anthocyanidine reductase (ANR) (pelargonidine,amgine et delphinidine) sont des
inhibiteurs potentiels de la LAR (Tannetral, 2003).

OH OH
OH OH
LAR HO
NADPH NADP+
OH OH
Leucocyanidine (+)-Catéchine

Figure 13 : Réaction catalysée par la leucoanthocyanidinectéda (LAR).

L’étude de la LAR, aprés clonage et purificatiohez le théier et plus précisément
dans les feuilles d®esmodium uncinaturiJacq.) DC par I'équipe de Tanner en 2003 a
montré que cette enzyme était un monomeére de 42a7donstitué de 382 acides aminés,

avec une forte activité de synthese de catéchine.

La séquence déduite a montré un lien étroit avegdape des isoflavones réductases
(IFR), enzymes communes des plantes appartenaatfaniille des protéines Reductase-

épimérase Déhydrogénase (RED). La LAR posséde xiemston de 65 acides aminés a
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I'extrémité C terminale par comparaison aux isdaflaes réductases homologues mais la
fonction de cette séquence demeure inconnue. Cdesrenzymes de la famille des RED, la
séquence de la LAR possede un motif riche en ghyititeragissant avec le pyrophosphate du
NADP. En se basant sur I'hnomologie de séquenaeniblerait que I’Arg44 interagit avec le
2'-phosphate du NADPH ce qui contribuerait a urfenié de la LAR, pour ce co-facteur,
100 fois plus importante que pour le NADH.

Chez la vigne, la séquence nucléotidique de la BAdRe obtenue par comparaison des
EST deVitis vinifera avec les EST de banque Besmodiumainsi qu’a celles des autres
plantes. Les EST similaires a la LAR Besmodiunont été identifiées, assemblées en contigs
et traduites dans le but d’étudier la phylogénis diéférentes LAR, ANR, IFR protéines et
des DFR du régne végétal (Bogfsal, 2005). Deux isoformes de la LAR ont été isolées
clonées chevitis vinifera VVLAR1et VVLAR2 L'étude de I'expression de ces deux genes
par PCR en temps réel a révélé des profils diftéreh notamment des expressions-tissus
spécifiques. AinsVVvLAR1apparait étre spécifique des pépins, avec une éagiression deux
semaines apres floraison, tandis que I'expressgiterfaible dans la pellicule des baies et
dans les feuillesVvLAR2est aussi fortement exprimé dans les pépins amemaximum
durant la véraison. Les transcrits de ce géneausgi détectés dans les fleurs, la pellicule, et
les feuilles mais a un faible niveau (Bagsal, 2005). Ces travaux ont montré que chez la
vigne, la LAR contribue a la synthése des proantanicines dans chacun des tissus ou

organes étudiés (Gageéal, 2009 ; Lacampagret al, 2010).

[11.3.b.ii  L’anthocyanidine réductase (ANR)
La deuxiéme enzyme connue permettant la synthesend@omeres de tannins est

I'anthocyanidine réductase (ANR).

L’anthocyanidine réductase, a été purifiée et é&rqghiar Xieet al, en 2003 et 2004,
chez Arabidopsis thalianaet Medicago truncatulamais aussi dans les feuilles de théier
Camillia sinensisl. (Punyasiriet al, 2004). Le gene BANYULSAtANR code pour cette
enzyme qui catalyse la réaction de réduction de¢Boaganidines en 2,3-cis-flavan-3-ols
(comme la (-)-épicatéchine), (Figure 14).
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OH OH
OH OH
ANR
7T’ " © o
.ull/,///
2 NADPH 2 NADP+ OH
OH
Cyanidine (-)-Epicatéchine

Figure 14 : Réaction catalysée par I'anthocyanidine réducfabiR).

Comme la LAR, I'ANR appartient a la famille des uwéthses-épimérases
déhydrogénases (RED), et nécessite comme co-faldeMADPH (Devicet al, 1999 ;
Tanneret al, 2003 ; Xieet al, 2004).

L’ANR est capable de réduire plusieurs substratgyanidine, pelargonidine,
delphinidine, avec des efficacités variables enction des especes. Néanmoins, chez
Arabidopsis thalianaet Medicago truncatula 'ANR présente les mémes constantes de
réaction pour la cyanidinee qui laisse penser que celle-ci est le substegeunin vivo.
Différents tests réalisés par Xa¢ al. (2003), ont mis en évidence des substances inhéstr
de 'TANR comme le Na+, la quercétine mais aussalgchine et la dihydroquercétine qui ont
un effet négatif sur AtANR

De la méme facon que pour la LAR, Bagjsal (2005) ont identifié le gene chez la
vigne. Issue du génome de SyralwANR présente 66% d’identité nucléotidique avec
AtBANYULS(ou AtANR et 83% de similarité de la séquence d’acides ésde la région
codante. Contrairement a la LAR, un seul g&¢mANRsimilaire aArabidopsis(Devic et al,
1999) et Medicago(Xie et al, 2003) a été détecté.

ChezArabidopss, le géne BANYULS codant pour 'ANR s’exprime ddascouche
endothéliale du manteau de la graine en dévelopmpefDevicet al, 1999), tandis que chez
Medicagq I'expression est aussi détectée dans les bousgmnaux a des taux plus faibles

que dans la feuille (Xiet al, 2003). L’homologue chez la vignéyANR est exprimé a des
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niveaux équivalents dans les feuilles et dansléess mais aussi dans la pellicule et dans les
pépins en développement. Tous ces tissus présemtent teneurs significatives en
proanthocyanidines (PA) basées sur des sous udiépscatéchine, avec une taille ainsi
gu’'une composition en PA variant en fonction desus. Ceci confirme que, chez la vigne,
I’ANR est bien impliquée dans la synthése des Pagftget al, 2009).

[11.3.c Reégulation de la voie de biosynthese

[11.3.c.i Facteurs de transcriptions

La régulation de la voie de biosynthese des praaytnidines a été étudiée chez de
nombreuses espéces comme le mZea(mayy la gueule de loupAntirrhinium majus,
Arabidopsis Arabidopsis thaliang la pomme Malus domesticaet la vigne Vitis vinifera)
(Mol et al, 1998 ; Allanet al, 2008). Les génes de la voie de biosynthese desRisoumis
a un contréle transcriptionnel assuré par troisesymle complexes: les facteurs de
transcription de type MYC (codant pour des proteide type hélice-boucle-hélice, bHLH),
les facteurs de transcriptions MYB et les protéidesype WD40 (Marlest al, 2003). Les
génesMlyc, de la méme facon que les geibs, régulent fortement la biosynthese des PA et
des anthocyanes (Nesi al, 2000 ; Ramsagt al, 2003). Concernant les protéines de type
WD40, Walker et al. (1999) ont démontré leur implication dans l'acclation des
anthocyanes et des PA. Gonzalkeizal. (2008) ont mis en évidence, chézabidopsis
thaliana, I'implication de complexes ternaires formés destgines MYB et MYC, MYB-
BHLH-WDR (MBW), possédant des domaines WD répéiébes en résidus tryptophane et
acide aspartique. Par exemple, le complexe TT2 (MYIH8 (MYC) et TTG1 (protéine
possédant des domaines WD) active directementriéssmpn du genétBAN codant pour
I'anthocyanidine réductase (Baudsiyal, 2004). Récemment, Hichet al. (2010), ont montré
que le facteur de transcripticfvMY Clinteragissait physiqguement avec les factéuisYB

pour induire les promoteurs de la voie de biosysglges PA et anthocyanidines.

Néanmoins, jusqu’a présent, une seule classe deatégrs des genes de la voie de
biosynthese a été réellement identifiee chez laevif) s’agit de la famille des MYB. En effet,
les facteurs de transcription MYB constituent uamifle de protéines possédant un domaine
conservé de liaison a I’ADN qui leur permet de ned(activer ou réprimer) I'expression de
certains genes. lls possedent un domaine de fixaticADN en N-terminal et un domaine de
régulation de la transcription vers I'extrémité éZrbinale. Les domaines MYB de liaison a
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'ADN sont composés d'une a trois répétitions infiguges d’environ 50 acides aminés,
similaires, nommées R1, R2 et R3 et formant tr@kcbso, la derniere hélice de chaque
répétition interagissant avec 'ADN. Une autre $fiété des protéines MYB est la présence,
dans chaque motif R, de trois résidus tryptophapaags régulierement de 18 a 21 résidus et
tres conservés, probablement destinés a stablliségraction protéine / ADN. Chez les
plantes, on trouve essentiellement des régulatgypartenant a la sous-famille MYB R2R3
impliqués dans la régulation du meétabolisme des pos@s phénoliquesAfabidopsis
thaliana, Petunia hybrida Anthirrhinum majus.). Le séquencage complet du génome de la
vigne a permis a Matust al. en 2008, de décrire et de classifier 108 membeek dous-
famille MYB R2R3 en fonction de leur similarité avkes génes orthologuesAdabidopsis

thaliana

Chez la Vigne, différents génes Myb ont été idégifcomme régulateurs de la

synthése des flavonoides :

- les facteurs/vMYB5aet VVMYB5b(Delucet al, 2006 et 2008) qui activent de
maniere générale la voie des flavonoides mais quit Principalement
exprimés au cours de la premiere phase de crossaive, phase pendant

laquelle sont synthétisés les tannins.

- le facteurVVMYBPAlqui est détecté dans les fleurs, les pelliculesest
pépins, avec un profil d’accumulation similaire’atumulation des tannins
(Bogset al, 2007).

- les facteursvvMYBAlet VVMYBA2qui sont spécifigues de la synthese des
anthocyanes (Kobayasht al, 2002) et exprimés a partir de la véraison, leur
action étant favorisée par la lumiere (Metial, 2007) et I'acide abscissique
(Jeonget al, 2004).

Les travaux menés précédemment au laboratoireesudatteurs de régulatiodyMYB5a
et VWMYBPAL ont permis de confirmer leur spécificité envers genes de la LAR et TANR
(Gagneéet al., 2009) puisque les profils d’expression de cesefast de transcription sont
corrélés a ceux dévLAR1 VVLAR2etVVANR
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[11.3.c.ii  Régulateurs hormonaux : acide abscissique

L'acide abscissique (ABA) est une phytohormone ligygée dans de nombreux
processus physiologiques (fermeture des stomatasjtien de la dormance des pépins,
floraison, photosynthése, maturation des fruits-clonactériques) qui a été tres largement
étudiée (Zeevaart et Creelman, 1988). Chez lessfnon-climactériques, comme le raisin,
'ABA endogéene augmente considérablement duranpddaode de véraison (Broquedis,
1987 ; Gagnéet al, 2006b; Deytieux, 2005) suggérant un possiblee rdbns le
déclenchement de la maturation. De nombreux traeeupégalement montré ['effet positif
de cette hormone sur le développement de la coulesr baies (Kata®t al, 1982 ;
Matsushimeet al, 1989 ; Haret al, 1996 ; Kimet al, 1998 ; Estebaat al, 2001 ; Hiratsuka
et al, 2001 ; Baret al, 2003 ; Jiang et Joyce, 2003 ; Jeeb@l, 2004 ; De La Hera Orist
al., 2005 ; Gagnet al, 2006b ; Peppet al, 2006). L’application exogene d’ABA sur des
grappes de raisin n'a pas permis de mettre en gsédene augmentation de la teneur en
anthocyanes des pellicules (Hiratsudtaal, 2001 ; Peppiet al, 2006) mais permet une
coloration précoce des grappes traitées par comsparaux non traitées (Gagaéal, 2006).
Ce phénomene s’explique par une augmentation deréssion de UFGT (UDP-
glucose :flavonoid-3-0-glycosyltransferase codamirpune enzyme de la voie de biosynthése
des anthocyanes) et du geMyMYBA] facteur de transcription régulant la voie de
biosynthese des anthocyanes. L’ABA active égaleresngienes codant pour les enzymes du
début de la voie de biosynthese des phénylpropasp@@mmune a la biosynthése des PA et
des anthocyanes : la PAL (phénylalanine ammoniselyda CHI (chalcone isomérase) et la
CHS (chalcone synthase) (Jeoegal, 2004 ; Fujitaet al, 2007). Une étude précédente,
menée au laboratoire, a montré que l'applicationgere d’ABA sur les baies de raisin
affecte les teneurs en tannins des baies vertesnsadifier leur composition (Lacampageie
al., 2010). Ces résultats s’expliquent par une ditmnudes activités LAR et ANR et la
répression de I'expression des genes correspondaatques jours apres traitement. Durant
la véraison et comme pour les anthocyanes, 'AB&spde un effet positif sur la biosynthése
des tannins. Un tel traitement affecte égalemesxplession des facteurs de transcription
VvMybb5a et VVMybPA suggérant la co-régulation de la LAR et 'ANR pBABA
(Lacampagnet al, 2010).
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[11.3.d Transport des flavonoides

Les enzymes de la voie de biosynthese des fladeadieraient localisées sur la face
cytosolique du réticulum endoplasmique (RE) et oiggges en complexes multi-enzymatiques
associés aux enzymes du cytochrome P450 dontdaroiate 4-hydroxylase, la flavonoide 3'-
hydroxylase et la flavonoide 3',5’-hydroxylase (\k@het al, 2004 ; Jorgensest al, 2005).
L’assemblage de ces complexes a la surface du R#t sessuré par des interactions
protéines-protéines (Winkekt al, 2004). Cette localisation permettrait de faeilit
I'acheminement des flavonoides vers leurs lieustdekage (vacuole, membrane plasmique,

paroi cellulaire), par un transport membranaire (AmJoutei, 1993).

Certaines enzymes de la voie de biosynthése desngaont également été co-
localisées dans le noyau et au niveau du tonop(&giekel et al, 2004 ; Saslowskegt al,
2005). Cette diversité dans la localisation des pleres enzymatiques faciliterait
'acheminement ou le décalage de la biosynthesetatesins en réponse a des exigences

physiologiques de la plante (Winkatl al., 2004 ; Jorgensest al, 2005).

Les flavonoides possedent de nombreuses fonciprysiologigues comme par
exemple un rdle de protection contre les UV et gomt conséquent localisés dans de
nombreux compartiments cellulaires dont le cytod,vacuoles, le RE, les chloroplastes, le
noyau mais aussi dans de petites vésicules aiesdgns I'espace extracellulaire. La plupart
des flavonoides sont conjugués (anthocyanes, ftdsoat flavones glycosides) et sont
principalement localisés dans les vacuoles (WigtaHey, 2001 ; Dixonet al, 2005 ;
Lepiniecet al, 2006). En effet, le pH et la présence de co-pigdans la vacuole détermine
les colorations des tissus (fleurs, pellicules..@viacuole est également le site de biosynthése
de dérivés flavonoides tels que les PA. Ainsi, &échine et I'épicatéchine, dans de
nombreuses especes, sont glycosylées puis traéepodans la vacuole ou elles sont

polymérisées en PA puis les PA sont exportés dapspglaste (Dixoret al, 2005).

La localisation hétérogene des flavonoides damd#ules végétales associée a une
biosynthese au niveau de la face cytosolique duimRpique un systeme de transport
complexe des molécules vers leurs sites de stocKagetransport de ces métabolites

secondaires repose sur I'hypothése de deux mécasisgmergiques : le transport par des
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vésicules membranaires (Figure 15) et le tranggaortles transporteurs membranaires (Figure
16), (Zhao et Dixon, 2009).

La premiere hypothese (Figure 15) repose sur lsgrghtions en microscopie du
trafic des anthocyanes (Markhamal., 2000 ; Grotewold, 2004 ; Braidet al., 2008).

Les études réalisées sur des cultures de celleleggde ont permis de localiser les
anthocyanes dans des vésicules cytoplasmiqueséagpahthocyanoplastes au niveau des
protoplastes (Calderoet al., 1993). Or, d’aprés Conat al. (2003), dans las vacuoles ces
structures sont absentes, les anthocyanes étasti@talisées dans des inclusions vacuolaires
(AVIs), dépourvues de membrane et associées a detimes ou des substances
membranaires (Markhaset al, 2000 ; Zhangt al, 2006). Selon les observations de Zhang
al. (2006), les anthocyanoplastes, apres leur synién¢seveau du RE, s’associeraient a des
structures prévacuolaires (PVCs) pour étre tranépadans la vacuole puis fusionneraient
avec les AVIs. Les vésicules contenant les anthueygourraient également fusionner avec
des vacuoles de stockage de protéines (PSVs) eutr@msportées via le systértrans
golgien sans emprunter la voie vésiculaire RE-vec(foutskeet al, 2007). Abrahamst al.
ont demontré en 2002, que les PA pourraient éresprortées et fusionnées a la vacuole par
un systéme de vésicules prévacuolaires similaiee.transport vésiculaire nécessite des
protéines ou des séquences d'adressage de types&IPENARE, récepteurs vacuolaires
pour permettre I'adressage, la fusion et le regeldes vésicules (Molendigk al, 2004 ; Da
Silvaet al, 2006 ; Lipkeet al,, 2007).
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Figure 15 : Schéma du modéle de transport des flavonoides par des vésicules membranaires,
d’aprés Zhao et Dixon (2009).

AFT » inclusions vacuolaires conterant des anthocyanes ; PVC : Structures prévacuolaives » PSV : vacuales de stockage
de protéines ; TGN réseau trans-golgien.

La seconde hypothese (Figure 16) concernant tespat des flavonoides repose sur
des transporteurs membranaires. En effet, unesimshétisés, les flavonoides vont subir
différentes modifications telles que des glycosgtad, acylations ou méthylations et étre pris
en charge par différents transporteurs jusqu’aatzugle. La glutathione S-transferase (GST)
semble étre impliquée dans ce transport. Plusiéudes ont montré I'implication des GST
dans I'accumulation des anthocyanes (Kitanairal, 2004 ; Peett al, 2009). La GST serait
capable de se lier aux anthocyanes et PA pour fodeg complexes GST-anthocyanes ou
GST-flavonols protégeant les flavonoides de l'oxima et les guidant vers la vacuole
(Mueller et al, 2000). CheZArabidopsis thalianale mutant GST{t19, est déficient dans le
transport des flavonoides ainsi que dans l'accutionlales PA dans le pollen (Kitamuea

al., 2004). Smithet al, en 2003, ont montré une possible associationcdegplexe GST-
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flavonol aux membranes chez le mutsktGSTF2 Arabidopsis thaliang) confirmant la
possible implication des GST dans le transportfld@snoides.

2
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Figure 16 : Schéma du modele de trangport des flavonoides par des trangporteurs membranaires,
d’aprés Braidot et /. (2008).

AT inclusions vacuolaires comfenant des anthocyanes ; ACP : Anthocyanaplastes ; GST : Glutathione S-transfrase.

Deux autres catégories de transporteurs sembigieréent étre impliqués dans le
transport des flavonoides : les transporteurs ABRTP(binding cassetleet les transporteurs
MATE (multidrug and toxic compound extrusjorLes transporteurs ABC appartiennent a
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une famille multigénique permettant le transport sibstrat a travers les membranes en
utilisant I'énergie de I'hydrolyse de I'ATP (SanakBernandeet al, 2001). Chez le mais, la
mutation du transporteur de type ABC, ZmMRP 3, antm® son implication dans
'accumulation des anthocyanes (Goodnedral, 2003). Les transporteurs MATE, quant a
eux, utilisent I'énergie des pompes a proton de #pPases pour le transfert des molécules a
travers la membrane plasmique ou vacuolaire. besprarteur TT12Arabidopsis thalianpet

son orthologue chekledicago trunculataMATE1 exprimés chez la levure, favorisent le
transport de I'épicatéchine ®-glucoside, défini comme précurseur dans la bidsse des
PA (Zhao et Dixon, 2009).

La derniere catégorie de transporteurs impliqas dacheminement des flavonoides
concerne une protéine membranaire homologue desmifaras, la bilitranslocase (BLT)
(Passamontt al, 2005). Les similitudes chimiques, moléculairesieétiques entre les BTL
des mammiféres et des plantes suggérent un rékelddranslocation et 'accumulation dans
les baies de raisin (Braidet al, 2008). Les protéines BLT ont été trouvées dass/ariétés
rouges et blanches de raisin et sont localisées léarpellicules des baies. De plus, le profil
d’expression augmente de la véraison a la récekebdies et leur inhibition par la quercétine
suggere leur implication dans le transport desoftavdes (Braido¢t al, 2008).

IV.  Relation tannins/paroi cellulaire

Dans la baie de raisin, le lieu de synthése etcdimulation des tannins est la
pellicule. Ainsi, leur capacité a se lier aux paroellulaires et la dégradation de celles-ci,
semblent influencer leur extractibilité¢ et leur fddfion dans le vin lors des étapes de

vinification.

La rétention des polyphénols dans la paroi cetkildépend en grande partie de leur
composition et de leur structure (conformationxifddité des chaines polymériques, poids
moléculaires, pourcentage de galloylation). La cositjpn chimique des parois cellulaires
ainsi que les modifications de leur structure iefloent la complexation paroi-tannins
(Vernhetet al, 2002 ; Le Bourvelleet al, 2004). Les premiers travaux sur la complexation
des polysaccharides et des tannins ont été réaigéla pomme en utilisant des solutions

modeles de polysaccharides et des parois cellslayant subi des traitements chimiques
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(Renard et al, 2001). Deux mécanismes d’'association polysamdstannins ont été
Proposes :

- Les interactions reposeraient sur des liaisonsdggires entre les groupes hydroxyles
des phénols et les atomes d'oxygenes des liais@s gdlicres des chaines
polysaccharidiques de la paroi (De Fregasal, 2003 ; Le Bourvelleet al, 2005b).

- La capacité des polysaccharides a former des stagctsecondaires permettrait
d’encapsuler les polyphénols dans des cavités photmes (Ficcarat al, 2002 ; Le
Bourvellecet al, 2005b).

L’affinité entre les polysaccharides et les tasniarie en fonction de la composition
de la paroi. Ainsi, les études menées sur la porantedémontré que les PA avaient une
affinité croissante pour la cellulose, les xylogines et les pectines. La liaison des PA avec
les polysaccharides augmente avec leur degré degmpdbkation et leur teneur en (+)-
catéchine. La diminution de la porosité des pawsfulaires par séchage montre une
diminution de I'affinité entre ces deux partenaifea Bourvellecet al, 2004, 2005a et b).
Chez le raisin, Ortega-Regulesal, en 2006, ont montré qu’il existait une forteaten entre
la composition de la paroi cellulaire et I'extradité des anthocyanes : la composition en
galactose, arabinose et cellulose ainsi que leéddgrméthylation des pectines augmentent
I'extractibilité des anthocyanes, ce qui peut égsocié a |I'épaisseur et a la densité des parois
cellulaires lors de la maturation des raisins. M&s,pBindonet al, en 2010, ont mis en
évidence l'affinité des parois cellulaires pour & de haut poids moléculaire et de faible

pourcentage de galloylation.

L’extractibilité des tannins est également inflo@éa par différentes variables lors des
processus d’extraction. Ainsi, 'augmentation detdenpérature favorise I'extractibilité des
polyphénols en augmentant leur solubilité et leefiicient de diffusion (Pinelet al, 2006),
mais l'instabilité des polyphénols limite la temgiérre d’extraction & 50°C (Cacace et Mazza,
2003). Cette extraction liquide-solide peut égaleimétre influencée par le type et la
proportion de solvant utilisé. Pinet al, en 2005, ont montré que le méthanol avait une
capacité a extraire les polyphénols supérieuréthdhol et a I'eau et que les proportions de
solvant étaient importantes pour éviter tout phémoerde saturation.
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Lors des processus de vinification, les polysatdba subissent des dégradations
enzymatiques qui favorisent I'extraction des poBmbis (Meyeret al, 1998). Ainsi,
I'utilisation de pectinases durant I'étape de matién augmente la libération des anthocyanes
de 40% dans les vins de Monastrell (Pagtal, 1999). Likewiseet al, en 2005, ont observé
une augmentation significative des polyphénolsuotdans les mémes vins apres ajout de
pectinases lors de la macération. Ces résultatfiro@mt I'’hypothese selon laquelle la
dégradation naturelle des parois cellulaires deelcule de raisin au cours de la maturation
serait un facteur essentiel a la compréhensiom@éesnismes d’extractibilité des tannins lors
des processus de vinification.

Une étude précédente, réalisée au laboratoire ifha@gneet al, 2008), a permis de
mettre en évidence un lien entre la dégradatiométade, la composition tannique et la
perception tannique. Les pellicules issues de dailbésimes aux conditions climatiques
diverses, 2004 (températures estivales moyennes,dedicit hydrique) et 2005 (été chaud et
ensoleillé avec un déficit hydrique), présenterg daractéristiques sensorielles différentes :
les pellicules du millésime 2004 sont épaissegggrement astringentes tandis que celles du
millésime 2005 sont fines et décrites comme petingentes. Cette étude montre que les
pellicules épaisses et peu astringentes posse@sntedeurs en tannins ainsi qu'un DPm
supérieurs aux pellicules fines, qui elles, prés®ntun pourcentage d’extractibilité des
anthocyanes et une activité de dégradation dessp@ativité PME) élevés par comparaison
au millésime 2004. Ainsi il apparait dans cettedétyue les pellicules percues comme
épaisses et astringentes ont des parois peu dégraériches en tannins relativement
polymérisés. Au contraire, les pellicules dont tidté PME a été importante présentent
moins de tannins, eux méme peu polymérisés, et deéntites comme fines et non

astringentes.

Actuellement, les phénomeénes impliqués ne sontpasus. Renardt al. (2001) ont
montré que chez la pomme, la présence de polyphéfmsorbés au niveau de la paroi
cellulaire pouvait inhiber totalement l'activité ddégradation pectolytique et avait une
influence sur les propriétés organoleptiques degrnotamment astringence et amertume des
fruits). Sanoneret al ont montré en 1999, que les pommes issues détémrriches en
procyanidines polymérisées donnaient des jus faibhe concentrés en polyphénols. De plus,
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Gagnéet al, en 2009, ont montré que la composition tannigfaé initiée dés la nouaison et

que le DPm des tannins pariétaux des cellules lieyde évoluait peu.

Ainsi, la faible dégradation pelliculaire pourréite due a une inhibition des activités

pectolytiques en raison de la polymérisation préates tannins.

Le Bourvellecet al. (2005) ont décrit des interactions non covalergafe les
procyanidines et le matériel pariétal chez la pomamemontré que plus le degré de
polymérisation des tannins était important, plus derniers étaient retenus dans les parois.
Riou et al, en 2002, ont également observé que certaingsioina polysaccharidiques
pouvaient modifier l'agrégation des tannins dansmedeéle vin. Ainsi, le degré de
dégradation pariétale plus ou moins important sédsmmillésimes influencerait les liaisons
tannins/paroi, modulant ainsi I'extractibilité desomposés d'intérét et la perception

sensorielle.
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Chapitre2: Matérielset M éthodes

l.  Matériel végétal

.1 Le réseau parcellaire

Les baies de raisin utilisées pour cette étude isenes des 14 parcelles de référence
du réseau de maturité de la Faculté d’cenologieatdddux (Figure 17). L’'ensemble de ces
parcelles sont bien caractérisées (sol, climat, dagevignes, porte-greffe...Tableau 1) et le
suivi de la maturation de leurs baies depuis plusielécennies a permis de constater des
niveaux de maturation différents. Ces parcellesaammnent a différentes appellations de la
région bordelaise et pour chacune d’elles, dewagép rouges d¥itis vinifera L. ont été

étudiés : le Cabernet-sauvignon et le Merlot :

» Parcelle 1 (Médoc)

» Parcelle 2 (Médoc)

e Parcelle 3 (Graves)

» Parcelle 4 (Entre-Deux-Mers)
e Parcelle 5 (Libournais)

» Parcelle 6 (Libournais)

» Parcelle 7 (Blaye-Bourg).
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Figure 17 : Carte de localisation des différentes parcelles du réseau de maturité de la Faculté d"eenologie
de Bordeaux.

Tableau I : Caracténstiques des parcelles du réseau de maturité de la Faculté d'enologie de Bordeaux.
http:/fwww. bordeauxraisins. fr

*10 000KEcartement des rangs(m) x Ecartement des pieds(m)) = densité réelle sans prendre en compte les tourniéres
** H = hauteur de feuillage aprés rognage (= hauteur de rognage - hauteur de tronc) ; E = Ecartement des rangs
*** BGS = Brunisol Gravelo Sableux

— : Merlot : 8410 NS oWl 062 120m  Planasol "‘g:n"l’;f':
e 1976 menot  '911%  eoes NE/SO  SUO 567 q40m  Peyrosol D;:m;?:
S 1962 C2PEMEL 4204 6666 B0 oo 07 145m  Peyosol Decherage
1989 CEMEC 33000 7142 N((;‘E}”S owol 057 130m  Peyrosol Dﬂfég:;f:ﬂ“:
Entredeux. 1981 Merot REANE 455 Bo  SWOl 45 150m Boulbines  Enherde
Mers / Parcelle. '

45 igay, anembs Eobare 5555 NIS o 05  160m  Boulbénes  Enherné
1974 Merot S04 5555 NS dﬁ:"‘f‘:’ 057 135m  Rendosol Enherbé
T . Cabermet  Fercal 6666 ws WM g5 135m  Calcosol  Enherbé

1971 Meriot 4204 6060 EID @%“uﬁ 07 150m  Peyrosol Déﬁm:f;
Parcele 8ol ou Cabemet  420a 6060 e A o amm  pes DENEDNGE
e e weid s fed NS U0 0sa 150m  Brunisol  Enhere
Parcelie 7 1985 Cas"‘:u’:“' 3309C 4784 NIS Ut 058 170m  Brunisol  Enherdd
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1.2 Les millésimes

Les travaux présentés dans ce travail ont étésésafiur des baies de raisin prélevées
au cours des millésimes 2007, 2008 et 2009. Cems tnuillésimes présentent des

caractéristiques climatiques différentes résumées te Tableau II.

Tableau IT : Caractéristiques des millésimes étudiés: 2007, 2008 et 2009,

Durée d'insolation Température moyenne (*C) Cumulde pluie {mm)
(heures)

20T 2008 20 tag7- 2007 2003 2008 1993~ 2007 el ] 2008 .JBBT-
2005 2005 2005
Mai 177 204 35 240 | 167 170 1Fz 170 | 1az 1sL 7 T4
Juin 225 236 293 264 | 185 205 203 205 &5 749 #5058
Juillet 230 268 263 270 | 198 z7 s oz | oS3 20 7
Aot 231 226 271 &3 | 202 223 223 223 | 118 a3 24 63
septembre 250 219 244 214 | 175 11 191 191 | 3 66 48 77
Octobre 189 1589 182 158, |13z 157 158 157 | ;2 g 34 103
Avril-septembre 1331 1333 1dee 1435 | 183 19 138 19 |42 476 3mE 421
Année 2077 2014 2095 2178 [ 138 0 W4 151 14 | 821 1ol2 614 975

Source @ Météo France, Bordeaux rafsins et Union Girondine.

En 2007, le printemps fut marqué par un mois d'aves chaud suivi de fortes
précipitations au cours de la premiére quinzainede entrainant une floraison précoce mais
étalée dans le temps (2 semaines), conduisant phée®menes de coulure. L'été 2007 a été
frais et instable (faible ensoleillement et plufesquentes) jusqu’'a la fin du mois d’aodt,
annulant I'avance considérable prise par la vigmeawil en ne permettant pas d'arréter la
croissance de la vigne et ainsi qu’une contraigtiFique suffisante pour un grand millésime
de rouge. Septembre et octobre furent tres seqsembirent aux baies d’atteindre une

maturation suffisante. (Union Girondine, 2008).
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En 2008, apres un hiver atypique (doux et seaés premiers mois puis frais et
humide en mars) induisant une reprise lente deélgétation, le printemps fut humide
induisant une floraison tardive et perturbée. Bn,jle temps frais et humide a retardeé la
floraison (une quinzaine de jours). En juilletféenps frais et sec a permis l'installation d’une
bréve contrainte hydrique juste avant la véraisemmoment le plus favorable. Le début du
mois d’'ao(t, frais a permis d’observer une véraitandive et longue, mais le temps sec,
chaud et stable de la fin du mois a permis auxnside commencer leur maturation et de
rattraper le retard observé avant la véraison.dptesbre et octobre, un temps frais et sec a

été propice a une lente maturation. (Union Giroad2009).

En 2009, apres un hiver rigoureux, le début det@mps fut particulierement humide
avec des orages violents en mai puis une instatlggiécoce de I'été pour une floraison dans
d’excellentes conditions la premiere quinzaineue. JEn juin, le temps chaud, ensoleillé et
peu perturbé a permis une floraison rapide et h@amegL'été fut chaud mais pas caniculaire
avec des perturbations peu fréquentes mais paséemen juillet et début aodlt retardant
I'installation durable de la contrainte hydrique §eptembre et octobre, le soleil, la chaleur et
la sécheresse dominent permettant d’atteindrerssnaint I'optimum de la maturité. (Union
Girondine, 2010).

1.3 Les stades de prélévements

Les grappes ont été récoltées de maniere homagaiéatoire dans chaque parcelle.
Les prélévements hebdomadaires du stade fermetugeagpe au stade maturité (récolte) ont
été réalisés au cours de trois millésimes et satiges dans les tableaux suivants (Tableaux
1l et IV).
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1.4 Prélevements des baies pour le suivi de maturité

Pour chacune des parcelles du réseau maturitt lnomogene de 10 grappes a été
prélevé de facon aléatoire sur cing rangs espaeéeuk rangs pour les analyses de suivi de
maturité. Ce lot de baies a été divisé en 3 frastiafin de réaliser les différentes analyses :
une premiére fraction de 70 baies pour les meqrgsiques de pénétrométre et AW-metre,
une seconde fraction de 200 baies sous forme g¢délgrs pour I'analyse sensorielle et une
troisieme de 1000 baies pour le suivi des matut@ésnologique et phénolique du réseau.

1.5 Prélevements des baies pour I'analyse génomique,gtéique et

chimique

Les prélevements ont été réalisés de maniére igdentet en paralléle des
prélevements de baies pour le suivi de maturitéesuparcelles 3, 4 et 5 de cépages Cabernet-
sauvignon et Merlot. Les analyses fines étant pdngues et plus colteuses, nous avons

restreint notre étude sur trois parcelles présenismévolutions de maturation différentes.

En effet, une étude statistique a été menéeausdmble des 14 parcelles du réseau de
maturité du millésime 2007 et sur les différentgap@tres mesurés afin d’établir un

classement des parcelles en fonction de leur niaiara

La Figure 18 présente les indices de maturiténigogique (IM, rapport acidité-sucre)
des différentes parcelles. Les tests non paramésidTests de Friedman) ont permis de
classer les parcelles en trois groupes en fonckohévolution de leur indice de maturité au

cours du temps :
- les parcelles 1, 5, 6 présentent les IM les plegéd (groupe 1)

- les parcelles 2, 3, 7 dont les IM sont moins imguuid (groupe 2)

- la parcelle 4 a connu un retard de maturation t@dgnue (groupe 3).

51



Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

faible
maturité

moyenne

]

maturite | = m aturité
=
m

parcelle 7

parcelle 6

parcelle 5

|
parcelle 4 .
B
m
parcelle 3 =
| |
| |
=
parcelle 2 R "
|
parcelle 1 [ 19 L] e . |

@ 20-300t | 27-z00t 0 03-sept o1 0-sept W1 7-sept @ 24-sept

Figure 18 : Evolution de I'Indice de maturité dans les parcelles 1 a 7 du 20 aont
au 24 geptembre 2007,

Notre choix s’est porté sur la parcelle 5 appamému groupe présentant des indices
de maturation élevés, sur la parcelle 3 présentaribl moins important que la parcelle 5 et

sur la parcelle 4 qui posséde les IM les moinsésev

Les 10 grappes aussitdt prélevées ont été plomgdesl'azote liquide puis conservées
apres egrappage a -80°C jusqu’a l'analyse. Legcpkdb ont ensuite été séparées du reste de
la baie manuellement a lI'aide d’'un scalpel puisybes au pilon et mortier dans l'azote

liquide.

1.6 Prélevements des baies pour I'’étude microscopique

Cette étude a été réalisée sur les baies de Gaisauvignon de la parcelle 3 qui
appartiennent au groupe présentant des IM inteairédi L'étude des enzymes de
dégradation pariétales et de la biosynthése desnmmyant été réalisée précédemment au
laboratoire sur cette parcelle, la comparaison réssltats aux connaissances acquises au

préalable justifie ce choix. Enfin, les parcelles Merlot et de Cabernet-sauvignon de la
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parcelle 3 sont 'une a c6té de l'autre, elles pdest donc le méme sol et les mémes
pratiques culturales, ce qui pourrait permettresdavenir une étude similaire sur le Merlot.

Les prélevements ont eu lieu en 2008 et 2009 adest:
— Fermeture de grappe (stade phénologique 33)
— 80% Véraison (stade phénologique 36-37)
— 100% véraison + 15 jours (uniguement 2009, stade

phénologique 37-38)

Maturité (stade phénologique 38)

Cing pieds ont été identifiés sur la parcelle ifiez pied de la seconde piquetée des
rangs 3, 5, 7, 9 et 11). Sur chaque pied, 2 gitappide 3 baies ont été prélevés puis réunis et
conservés a 4°C jusqgu’a la fixation qui est réalia@ laboratoire.

Il.  Préparation du matériel végétal pour I'étude microsopique

La fixation et I'inclusion des échantillons de lpelles de baie de raisin est commune
pour I'étude en microscopie en transmission et leotgnique. Des coupes semi-fines (150
Hm) ont été realisées pour les observations enostopie photonique des tannins, de
I’évolution de l'ultrastructure des parois ainsieqpour la cartographie de composants
pelliculaires par spectrométrie de masse des ienenslaires (SIMS). La localisation des
protéines par immunomarquage a été réalisée suwodges ultra-fines (70 nm).
Pour chacun des prélévements, 15 baies ont étdiss a I'aide d’'une lame de rasoir.

1.1 Fixation chimique

Pour chacune des baies, deux sections de*lontmété déposées au pinceau dans un
pilulier a I'abri de la lumiére contenant du tamppinosphate 0,1M, pH 7,2, avec 4% de
paraformaldéhyde et 0,25% de glutaraldéhyde etaroBes a 4°C pendant 2h. Aprés cette
étape de fixation, les échantillons ont été rircdempérature ambiante pendant 10 minutes
dans du tampon phosphate 0,1M, pH 7,2 pour enleyaes de fixateur, puis conserves dans

du tampon phosphate 0,1 M, pH 7,2 a 4°C toute ia nu
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1.2 Inclusion

Afin de préserver au maximum les structures calles de la pellicule et d’optimiser
'immunomarquage en préservant les antigenes gimsileur accessibilité, l'inclusion a été
réalisée a basse température selon la techniguePdagressive Lowering of Temperatuse
(PLT) (Robertsoret al, 1992).

Les échantillons chimiquement fixés sont déshgdraét inclus par des bains
successifs grace a un appareil de cryosubstit(#ié®, Leica Microsystems). Le programme
de déshydratation est le suivant: 30% éthanol(ga) a 0°C pendant 30 minutes, 50%
éthanol/eau (v/v) a -10°C pendant 30 minutes, 7@bandl/eau (v/v) avec 0.5% acétate
d’'uranyle (w/v) a -20°C pendant 1 heure, 95% éhlaau (v/v) a -35°C pendant 1 heure et
100% éthanol/eau (v/v) a -35°C deux fois 1 heues échantillons sont imprégnés dans la
résine Lowicryl HM20 selon le procédé suivant : 383ine/66% éthanol a -35 °C toute la
nuit, 50% reésine/50% éthanol a -35 °C pendant 8d%166% résine/33% éthanol a -35 °C
toute la nuit, 100% résine a -35 °C pendant 8 le@tel100% résine a -35 °C toute la nuit. Le
jour suivant, les échantillons sont déposés dansawveau bain de résine 100% a -35°C
pendant 5 heures, puis ils sont introduits dans gidales de résine HM20 pour une

polymérisation sous UV pendant 72 heures a -35°C.

Une fois la polymérisation terminée, les blocstsetirés de I'AFS et placés sous UV

naturels pendant 48 heures. Les blocs sont erdnteulés et conserveés a I'obscurité.

1.3 Coupes

Les coupes ont été réalisées par le pdle de roimpas électronique du Bordeaux
Imaging Center.

Les blocs contenant les échantillons sont sectmenéutilisant un couteau de diamant
monté sur un ultra-microtome (Ultracut-UCT, LeicachMsystems). Deux types de coupes
ont été realisés :

- des coupes semi-fines de 150 nm d’épaisseur, [@oumicroscopie photonique,
recueillies sur lames de verre.
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- des coupes ultra-fines de 70 nm d’épaisseureiies pour les observations
d’ultrastructure sur des grilles de cuivre (200 mest pour les immunomarquages sur des

grilles de nickel (150 mesh) recouvertes d’un filenFormvar.

1.4 Contraste et observations des coupes pour la microgpie

électronique

Pour améliorer leur observation au microscopetr@pijue les échantillons ont subi
un contraste positif a I'acétate d’'uranyle et awaté de plomb. Le dépbt des sels d’uranium
permet de contraster les acides nucléiques etrtagipes tandis que les sels de plomb se

fixent sur les membranes et les organites richdpeles.

Le protocole de contraste se fait par flottagegtées sur des gouttes successives. La
premiere étape consiste a placer la grille, coigpepau contact d'une goutte de solution
saturée d’acétate d’uranyle en solution aqueusdguer25 minutes a l‘abri de la lumiere. Puis
la grille est rincée rapidement une premiere foikeau distillée pour enlever I'excédent
d’'uranyle puis deux fois 5 minutes, sur deux gautleeau distillée. La grille est mise en
contact pendant 5 minutes avec une solution dateile plomb, obtenue par réaction de
nitrate de plomb et de citrate de sodium en salutigueuse a pH 12. La grille est ensuite

rincée dans deux gouttes d’eau distillée puis pasaurant d’eau avant d’étre séchée.

Les coupes ont été observées avec un microscepadlique en transmission a une
haute tension de 120kV (Tecnai 12, FEI).
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Il Parametres de caractérisation des raisins

1.1 Suivis de maturité technologique et phénolique

Les suivis de maturité technologique et phénoliquné été réalisés pour tous les

échantillons prélevés sur les parcelles du résedurité.

Le suivi technologique a porté sur le poids deedyae volume des jus, le pH,
I'acidité totale et la teneur en sucre. Le poids daies a été déterminé par pesée de 3 lots de
200 baies. Le volume des jus, a été estimé a mHuir lot de 500 baies pressé au pressoir
pneumatique Belot en deux temps (une premiéere @r&@s3 bars pendant 3 minutes et une
seconde de 3 bars également jusqu’a écoulemenpHLa été mesuré par lecture directe sur
ce jus et I'acidité totale a été déterminée paatidn a la soude 1/10N, selon la méthode de

Guymon et Ough (1962). La méthode de Fehling a gaidmdoser les sucres.

Le suivi phénolique a été réalisé par la méetholbei€s (Glories et Augustin, 1993) et
a porté sur la détermination des teneurs en andmesy ApH1, ApH3,2, le pourcentage
d’anthocyanes extractibles (PAE%) et la richessénplique totale (RPT). Ce suivi a été

réalisé sur un lot de 500 baies broyées au Vorfeis2l minute.

1.2 Analyse sensorielle

[ll.2.a Fiche de dégustation

Une fiche de dégustation, (Figure 19), a été géalien collaboration avec Elodie
Guittard, technicienne sensorielle a la Faculté ndlogie de Bordeaux, adaptée des

protocoles de dégustation des baies de Rouss&alteil (2000) et Guyot et Dupraz (2004).
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Nom dégustateur : Date dépustation :
Numero de la parcelle :

Résean Faculté d'enologie - UMR 1219

Grille de notation de dégustation des baies 2008

MODE OPERATOIRE : Chaque dégustateur doit prélever pour chaque pareelle étudiée, 3
baies dans les présentoirs mis i voire disposition. Deés lors 1’analyse sensorielle commence,
en cffet au cours du prélévement, vellez & déenire vos sensabions visuelles et tactiles.
L’analyse gustative de 1a pulpe, de la pellicule et des pépins sera effectuée et déerite de fagon
précise, comme indiquéc dans "annexe. Restez vigilants durant toutes les phases de
dégustation car 4 de vos sens (vue, toucher, odorat, goiit) doivent éire exploités au mieux.

Chaque descriptenr est noté de 1 a 8, ceux-ci sont définis dans 1’annexe.

EXAMEN VISUEL ET TACTILE DE LA BAIE ENTIERE ( VOIR ANNEXE)

Cet examen deébute des le prelévement des 3 baies

1 2 3 4 5 v} 7 B
-1/APTITUDE A IL’EGRENAGE o o o o o |
2/APTITUDE A I’ECRASEMENT o o O o o o o o

EXAMEN DE LA PULPE (VOIR ANNEXE)

Penser bien a extraire la pulpe entre 1a langue et le palais, a recracher dans 1a main les
pellicules et les pepins et a décrire toutes vos sensations.

-3/ADHERENCE (pulpe ¢t pellicule)
-4/ ACIDITE DE LA PULPE

-5/ SUCROSITE PULPE

-6/ VEGETAL

Ooooog -
OO0 0O 0O k2
OO0 0w
OO0 00 &
OO oo
OO O O En

7 8
o O
o O
o O
o O

EXAMEN DE LA PELLICULE (VOIR ANNEXE)

Remetire en bouche les pellicules, mastiquer chaque pellicule de la méme maniére
{errviron 15 fois), 1a description cormmence des 1a mastication.

1 2 3 4 5§ i 7 B
SHAPTITUDEALADILACERATION o o o o o O o o
-8/ACIDITE DE LA PELLICULE O o O o o o o o
-9/SUCROSITE PELLICULE O O O O @O 0o m
-10/ ASTRINGENCE O O O O o O O 0o
-11/AMERTUME O O O O O O O O
-12f VEGETAL O o o o o o o o
Fipure 19 : Analyse sensorielle desbaies de misin. Fiche de dégnstation 2008 ef 2009.
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En 2007, treize critéres ont été sélectionnés paractériser la baie entiere, la pulpe,
la pellicule et les pépins en fonction des car&tiques de maturation de la baie. La
dégustation est réalisée a partir de 3 baies paisd¢msard sur 10 grapillons mis a disposition

du dégustateur. Le nombre de dégustateurs vati® de23, en fonction des millésimes.

La premiere étape consiste en un examen visuat#e des baies avec trois critéres :
I'aptitude a I'écrasement qui consiste a presséala entre le pouce et I'index afin d’évaluer
sa déformabilité et son élasticité, I'aptitude agtainage pour tester son adhérence au
pédicelle et la couleur des baies, un des seulsresi utilisés a ce jour pour déterminer la

véraison.

La seconde étape est 'examen de la pulpe. Enhigol pulpe est extraite de la baie
en pressant la baie entre la langue et le patsgéllicules et les pépins étant recrachés dans
la main. Le jus est extrait de la pulpe en écrasantpletement la pulpe entre la langue et le
palais. Nous avons demandé a notre panel dansemigrtemps de noter la facilité avec
laquelle la pulpe se détache de la pellicule, &s@nce éventuelle de pulpe sur les pépins et
enfin, si au cours de la mastication des pellicdlegus se libére encore (critere adhérence
pulpe/pellicule). L'examen se poursuit par I'évdioa de la sensation acide percue apres la

séparation de la pulpe et de la pellicule, la g@msaucrée, 'ardme percu et son intensité.

La troisieme étape, et la derniére, est I'examerdadpellicule (I'examen des pépins
étant irréalisable pour ce millésime a cause derfanque de maturité). Apres avoir recraché
le jus et la pulpe, les pellicules sont remisedenche et mastiquées environ 10 a 15 fois
chacune. Le premier critére consiste a évaluerdguant de la pellicule et l'aptitude a la
dilacération au cours de la mastication ainsi ¢egaininer et de comparer le broyat obtenu.
Nous avons ensuite demandé aux juges d’évaluamisation acide, 'ardme et son intensité
apres avoir mis le broyat au contact du palaisestjdues. Pour terminer, nous leur avons
demandé de décrire I'impression de rugosité pesgudouche aprés avoir passé 2 fois la
langue sur le palais (lorsque le broyat a été misamtact avec le palais) ainsi que d’évaluer
la difficulté a passer la levre supérieure suiidessives (lorsque le broyat a été mis en contact

avec les joues, la langue et les gencives).
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En 2008, en fonction de notre problématique ead@emiére année de dégustations,
nous avons redéfini certains criteres. Nous avonserveé les quatre critéres correspondant a
'analyse de texture de la baie qui sont: I'apld@la I'écrasement, I'aptitude a I'égrenage,
I'adhérence entre la pulpe et la pellicule et itaple a la dilacération. Mais nous avons voulu
préciser lI'aspect sucre de la pulpe et de la pidlipar la nuance sucrosité. Nous avons
également reprécisé, en les séparant, les criéaszingence et d’amertume de la pellicule.
La recherche de la maturation de la baie a ét@redd par I'évaluation de I'arbme végétal et

de son intensité dans la pulpe mais aussi daralllaype.

Nous avons également élargi notre échelle deinntpassantde 1 a4 al a8.
Pour les millésimes 2008 et 2009, I'analyse seek®mes pépins a été supprimée du

fait de notre thématique.

lll.2.b Constitution du panel de dégustateurs

Le panel sensoriel est composé de technicienseetlieurs de la Faculté d’Enologie
de Bordeaux dont le nombre varie en fonction duésiine. La composition du panel pour
chacun des millésimes 2007, 2008 et 2009 est gexsdans le Tableau IV.

Tableau V : Compostion du panel de dégustateurs pour les mik&ss2007, 2008 et 2009.

Millésime  Dégustateurs (total) Femmes Hommes Fumeurs
2007 10 9 1 1
2008 23 16 7 2
2009 12 7 5 1

[ll.2.c Entrainement des dégustateurs

Au cours des millésimes 2007 et 2008 une séangdrdivement a I'évaluation de
I'astringence, de I'amertume, de la sucrosité ef’dedité, a été organisée avant chaque
séance de dégustation des baies de raisin. L'dflofeant basé sur la reconnaissance des godlts
et sensation. Différentes solutions acqueuses Hatesude quinine (0,25 ¢'), de sulfate
d’aluminium (3g.1"), d’acide tartrique (4 g% et de glucose (2 @) ont été utilisées pour

définir 'amertume, 'astringence, I'acidité etdacrosité.

59



Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

[11.2.d Protocole

Les dégustations hebdomadaires sont effectuées udan salle d’analyse sensorielle
normalisée (NF EN ISO 8589) de la Faculté d’Enaodé Bordeaux, le jour suivant le

prélevement des baies, a 11h.

Chaque juge dispose d'un lot de grapillons destepicing baies par parcelle pour
évaluer l'intensité des différents critéres de dégion sur une échelle allant de 1 a 8 dans le
sens de la maturité. Un livret expliquant I'évaloatde chaque critere est distribué a chaque

juge pour guider sa dégustation.

I11.2.e Traitements des données

Les données sensorielles ont été analysées & Ithidlogiciel FIZZ développé par
BIOSYSTEMES.

Cet outil informatique integre I'ensemble desdestnsoriels utilisés régulierement, il
permet ainsi a la fois d’organiser les séancesn(itiéh des questionnaires, identification des
produits, choix des plans d’expérience, codageédbhantillons mais aussi choix des juges et
sélection des panels), d’enregistrer et d’archiles réponses (traitement et gestion des
données, bases de données pour le suivi a longetees juges et des produits) puis

d’analyser les résultats (outils statistiques, ys®atle données et graphiques).

Pour les analyses sensorielles de 2008 et 200&¢ékence de postes informatiques
dotés de ce logiciel en salle de dégustation a isem gain de temps considérable pour la
mise en place du protocole de dégustation, poujulgss et I'acquisition de leurs résultats
ainsi que pour le traitement des données. En gffet; des raisons techniques, en 2007, seule
la partie analyse descriptive (NF EN ISO 13299)rdssiltats de ce logiciel a été utilisée dans

cette étude sensorielle.
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1.3 Mesures physiques de texture
[ll.3.a Mesures d’activité de I'eau libre

La mesure de I'activité de I'eau libre est déterda par le ratio (Awyater avaibility)
de la vapeur d’eau a la surface de la baie et peme & une température donnée avec un AW-
metre Labmaster (Novasina) selon la méthode dei@eyet al. (2009) (Figure 20).

Figure 20 : Photo AW-métre (Labmaster, Novasima).

Pour chaque échantillon 10 baies prises au hatsars le lot de 200 baies prélevées
ont été analysées. Chaque baie, dont I'enveloppentxte et le pédicelle recouvert de
paraffine, est placée dans la chambre de mesurBapigareil. Une fois I'équilibre de
température atteint entre le raisin et I'enceitdevaleur de I'’Aw est obtenue au bout de 10
minutes et est comprise entre 1 et 0,8 (1 étardlizur pour I'eau libre).

[11.3.b  Mesures de pénétrométrie

Les mesures de pénétration des baies de raisgt®néalisées avec le Pénéfel DFT 14
équipé d’'un embout de 2,5 mm (Figure 21).
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Jeun-Surnond Mooy

Figare 21 : Photo du Pénéfel DFT 14, Digital Fimness Tester
{Agrotechnologie).

La baie dont le pédicelle a été conservé est plagéun support en position équatoriale. On

peut ainsi, par pression manuelle, mesurer la f@oekg) nécessaire pour percer la pellicule

de raisin. Les mesures ont été réalisées sur 88 par parcelle.

.4 Mesure de I'épaisseur des parois cellulaires

Afin de comprendre I'évolution de I'ultrastructudle la pellicule de raisin au cours du
développement de la baie, une étude concernantddgications des parois cellulaires a été

entreprise.

L’épaisseur des parois des pellicules des baiesisi@ de la parcelle 3, Cabernet-
sauvignon, a été mesurée a partir des observatemsoupes de microscopie électronique
réalisées en 2008 et 2009. Les mesures ont étefées sur les stades suivants :

— Fermeture de grappe (2008 et 2009)

- 80% véraison (2008 et 2009)

- 100 % véraison (2008)

- Intermédiaire 2, 100% véraison + 15 jours (2009)
- Maturité (2008 et 2009)
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L’épaisseur des quatre premieres assises cellsild@da pellicule a été mesurée :
* Epiderme, E
« 1°assise cellulaire de 'nypoderme, H1

2éme

assise cellulaire de I'hypoderme, H2
« 3*™assise cellulaire de I'hypoderme, H3
Pour chaque stade, 16 sections de pellicule érexaminées et sur chaque section, 2
a 4 zones ont été mesurées. Pour chaque zonegeiecassise cellulaire, les mesures
suivantes ont été réalisées :
— épaisseur des parois cellulaires radiales
— épaisseur des parois cellulaires tangentielleseade

— épaisseur des parois cellulaires tangentiellesnate

La Figure 22, récapitule ces observations.

Figure 22 : Etude de ['ultrastructure de la pellicule de raisin, sectiong pariétales mesurées.

B épiderme [ HI : premiére assise cellulaive & Uhypoderme [ H2 © secomde assise cellulaive de iypoderme [ H2 : froisidéme assise cellulairve de
Uhypoderme ; PRE : parol radiale de l'épiderme | FR HI | paroi radiale de HI [ PR H2 :parci radiale de H2 [ FTeR | parol fangenficlle exferne
de Vépiderme | FTIE : parol fangenticlle ferne de I'épiderme | FT eHI | paroi fangenfielle exferve de HI | FTiHI: parol fangevfielle ivferne de
HI; FT eH2 : paroi fangenfielle externe de H2 | FT 1H2 parol fangenfielle inferne de H2 | FT eH? | paroi fangentielle externe de H3.

WE: (FTiE+ FT eHI)= FT E-HI; (FT{H] + FT eH2) = FT HI-H2, (FTiH2 + FT eH3 = FT H2-H3. Echelle | I um

De plus, les parois internes et externes ont égundes du périplasme a la lamelle

moyenne.
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Les mesures ont été réalisées via le logicietaleement d'image ImaJ et le traitement
statistique a été réalisé avec Statistica.

IvV.  Techniques utilisées pour I'étude des tannins

L’étude des tannins de la pellicule de baie dsimaa été menée sur le tissu entier en
considérant que le protocole d’extraction des tapelliculaires aprés broyage des pellicules
permettait de libérer les tannins des vacuolesdisles. Pour doser les tannins pariétaux, un

protocole d’obtention des fractions pariétaleséangis au point au laboratoire.

V.1 Extraction des tannins pelliculaires

La méthode utilisée est une adaptation de difféeeméthodes décrites par Revéla
al. (1998) et validée préalablement au laboratoireGegné en 2006 (Gagr al, 2006a),
(Figure 23).

Un demi-gramme de pellicules broyées est mis &meapendant 3 heures dans 20 ml
de méthanol a 0,1% d’'HCL 12 N (v/v), a températamgbiante et sous agitation modérée
(150 rpm). Le milieu est ensuite filtré sur filtFealcon 40 um et une partie aliquotée est
conservée a -80°C en vue des dosages. Les brogapelticules sont alors extraits une

seconde fois dans les mémes conditions. Les exinactont réalisées en triplicat.
Apres chaque macération, les tannins sont doséshswgjue aliquot et I'addition de

chaque concentration respective permet de coenitrteneur totale en tannins de la

pellicule.
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0,5 g de pellicule broyeé dans I’azote

Ajout de 20 ml de méthanol 2 0,1% HCI 12N

agitation mécanigie pendant 3 h ¢ ~150 rpm
d température ambiante

Filtration du broyat sur tamis cellulaire 40 um

Surnageant Macération 1
(dosages, analyses) Repnise du broyat dans 20 ml de méthanoel a 0,1% HC]

Agitation mécanigue pendant 3 h & ~150 pm

+ ¢ température ambiante

Filtration du broyat sur tamis cellulaire 40 pun

L J

Surnageant Macération 2
(dosapes, analyses)

Figure 23 : Extraction des composés phénoliques d’aprés Revillaet ¢f., 1998,

V.2 Extraction des tannins pariétaux

La mise au point des protocoles concernant I'ektva et I'étude des tannins
pariétaux a été effectuée sur les pellicules desslzhu millésime 2007. Seuls les résultats des

millésimes 2008 et 2009 sont présentés dans cailtrav

IV.2.a Obtention des fractions pariétales

Les pellicules de 100 baies sont broyées finempentant 5 minutes dans de l'azote
liquide a laide d’'un mortier et d’'un pilon. Le pdipe schématique et le détail des

centrifugations sont présentés Figure 24.
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Broyage dans 1°azote liquide de pellicules de 100 baies

Extraction dans 10 ml de tampon
d’extraction

Cenfrifugation 15000trm 20 min
Surnageant / Culot
l Ajout de 10ml de tampon d'extraction

Centrifugation 15 000 trm 30 min

Culot
i Ajout de 10ml saccharose 2,50

Ultracentrifugation 30 000 tm 30 min
\

Culot
l Ajout de 10ml saccharose 2,500

Ultracentrifugatien 50 000 trm 30 min

|

Culot
l Ajout de 10ml saccharose 2,514

Ultracentrifugation, programme: 3000trm 30 min
15000trm  30min
25000trm  30min

\ 4 50000 trm 1h

Culot

Lavage ! ultracentrifugation 25 000 trm 30 min
Lavages an tampon Tris Lavages 2 - centrifugation 15 300 trm 30 min
Lavage 3 centrifugation 10 000 trm 20 min
Lavage 4 centrifugation % 000 trm 15 min

Lavage 5 centrifugation 8 000 trm 10 min
v Lavage 0 centrifugation 5 000 trm 10 min

Culot
Lavage au Triton X100 0,1 % l

Cenfrifugation 3 000 trm 10 min
Culot
Lavage au tampon Tris

Centrifigation 2 000 frm 5 min

Séchage du Culot sous vide _— Séchage Fraction Pariétale
Etuve 35°C, 16424 H

Figure 24 : Principe schématique du fractionnement tissulaire des pellicules permettant
I"obtention des fractions pariétales, d apres Gény et af. (2003).
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Le broyat est ensuite réparti dans des tubesrdadgntrifugation de 30 ml et 10 ml de
tampon de lyse a 0,2 M de TrisHCI, pH 7,5 et 2,3EDd A (p/v) sont ajoutés et centrifugés
a 15000 rpm pendant 20 minutes.

Le surnageant enrichi en membranes plasmiquasletreembranes n’est pas conservé
tandis que le culot enrichi en parois, plus densalsit une seconde lyse avec le tampon Tris
et une centrifugation a 15000 rpm pendant 30 m@muAén de lyser I'ensemble des cellules,
un gradient de saccharose est appliqué sur le.cDiot millilitres d’'une solution de
saccharose a 2,5 M sont ajoutés au culot et lengélast centrifugé a 30000 rpm pendant 30
min. L'opération est répétée deux fois avec unengre centrifugation a 50000 rpm pendant
30min et un gradient discontinu a 5000 rpm pen@@ntmin, 15000 rpm pendant 30 min,
25000 rpm pendant 30 min et 50000 rpm pendant tehéw culot de fractions pariétales
ainsi obtenu est lavé 9 fois. Les six premiersdagasont réalisés avec du tampon Tris a des
temps et des vitesses de centrifugations difféseptés un lavage au Triton X100 a 0.1% est
réalisé avant de terminer par deux lavages du dalog du tampon Tris. Le culot ainsi obtenu
est ensuite filtré sur filtre de 3 um et séché sods. Enfin la fraction pariétale est séchée a

I'étuve a 35°C pendant 16 a 24 heures.

IV.2.b Digestion des fractions pariétales

Afin de libérer les tannins piégés dans le madlpgriétal, les fractions pariétales sont
digérées avec un mélange de pectinase, de celkti@adeémicellulase.

Environ 150 mg de fraction pariétale sont digédesis 15 ml de tampon MES
contenant 0,2 % (p/v) de chacune des enzymes psetircellulase et hémicellulase. Les

culots et surnageants sont conservés séparément.

IV.2.c Extraction des tannins

La méthode utilisée pour I'extraction des tanrdes fractions pariétales est identique
a celle utilisée pour I'extraction des tannins ipalkires (Figure 23). Les macérations sont
réalisées sur 150 mg de fractions pariétales.
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IV.2.d Extractions des polysaccharides

Les parois cellulaires étant constituées de difféxr polysaccharides plus ou moins liés
entre eux, les fractions pariétales subissentréffites extractions afin de fragiliser les liaisons
chimiques de différentes intensités (Figure 25).

Fractions pariétales témoin ou digérée

Culet paroi / \ Surnageant

Extraction des polysaccharides a 1’ean (PSE) :
v' 20ml H20O
¥ 20 ul EtOH
v" Agitation i température ambiante, 1 nuit

Centrifugation, 15 000 g, 30 min

l_' Surnageant PSE : Dosages des pectines et tannins

Culeot paroi

Exiraction des polysaccharides a 1’oxalate d’ammonium (PSOX) :
v 20 ml d’oxalate d’ammonium 2 %
v Agitation 3 température ambiante, 3 heures

Centrifugation, 15 000 g, 30 min

J—’ Surnageant PSOX : Dosages des pecfines ef tannins

Culot paroi

Exfraction des polysaccharides i 1’acide (PSH) :
v 20 ml d’acide chlerhydrique 0,05 N
v Agitation & 85°C, 3 heures

Centrifugatibn, 15 000 g, 30 min

l—’ Sornageant PSH : Dosages des pectines et tannins

Culet paroi

Exfraction des polysaccharides a la soude (PSOH) :
v 20mldesendeda 0,05 N
v Agitation & 4°C, 1 muit
v
Centrifugation, 15 000 g, 30 min

— " Surnageant PSOH : Dosages des pectines et tannins

v

Culot paroi

Figure 25 : Extraction des différents polysaccharides sur la fraction pariétale des pellicules de
raigings d’aprés Sanlnier, 1987.
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Le culot des fractions pariétales témoin ou digérgubit une premiére extraction des
polysaccharides a I'eau. Une solution contenamhP@H20 et 20 pul d’éthanol est ajoutée au
culot et agitée une nuit a température ambianteef\pne centrifugation a 15000 rpm
pendant 30 min le surnageant est prélevé pour desgectines ainsi que les tannins libérés.
Sur le culot sont ajoutés 20 ml d’oxalate d'ammania 2 % et le mélange est extrait a
température ambiante par une agitation de 3 hedresnouvelle centrifugation a 15000 rpm
pendant 30 min est réalisée afin de séparer leagaemt, pour le dosage des polysaccharides
et des tannins, et le culot qui subit une nouvetieaction dans 20 ml d’HCI a 0,05 N pendant
3 H a 85°C. Une nouvelle centrifugation est réalidée surnageant est conservé séparément
pour les dosages et le culot est de nouveau extrag agitation a 4°C pendant une nuit dans
20 ml de NaOH a 0,05 N. Le surnageant est prélew# goser les polysaccharides et les

tannins.

IV.2.e Dosage des polysaccharides

Le dosage des substances pectiques est adaptétdcope de Robertscet al. (1979).
La méthode est basée sur le dosage colorimétrigaeadides galacturoniques des chaines

pectiques par hydrolyse acide a chaud de la fragEwiétale.

A 300 pl de surnageant de fraction pariétale dduédixieme sont ajoutés 1,5 mi
d’acide sulfuriqgue a 95%. Apres agitation I'hydisdy est placé 3 minutes a 0°C puis 6
minutes a 100°C et refroidi 10 minutes dans dddeeg La solution est décolorée par ajout de
30 pl de réactif 3-phénylphénol a 0,15% dilué ddesla soude a 12,5%. Les acides
galacturoniques sont dosés par mesure de la demgitgue a 520 nm. Le dosage des
polysaccharides correspond au nombre de Tg'gcide galacturonique dans la fraction

pariétale.
V.3 Dosage des tannins

IV.3.a Dosage des tannins totaux

La méthode de dosage des tannins est celle pppaé Ribéreau-Gayon et
Stonestreet (1966) adaptée au matériel végétad. Ellise la propriété des tannins a se
transformer en anthocyanes par chauffage en nabele, (Figure 26).
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1000 pl & échantillon dilugé
+ 500 pl d’eau distillée

A/J\b

600 pl e tube a hémolyse G600 pl en tube a vis
+ 600 pl d'HCL 1219 + 600 pl 'HCL 121

i Incubation 30 rmin a 10022

Mesure de la densité optique a 550 nm

Refroidisserment rapide (ean + glace)
Ajout de 100 pl d*éthanol 2 95 %

!

Mesure de la densite optique & 550 nm

Teneur en tannins par sramme de matiére fraiche

CADO+ ADOY £12.33 % Veabaction ¥ dilution

[tannins] en gfg pell =
Masse materiel vegétal en g

Figure 26 : Dosage des tanning adapté de la méthode de Ribérean-Gayon et Stonestreet (1966).

Cette méthode de dosage a été utilisée pour valede résultats obtenus par la

méthode de phloroglucinolyse.

IV.3.b Etude de la composition phénolique fine

La méthode choisie pour déterminer la composidble degré de polymérisation des
tannins est la phloroglucinolyse suivie par l'asalypar chromatographie liquide haute
performance (HPLC) en phase inverse, la méthodd attaptée de celle de Kennestyal
(2001).

IV.3.b.i Principe
Cette méthode est basée sur la lyse du polymeéraupture des liaisons interflavanes
en milieu acide et a chaud en présence d’'un ageéaphile : le phloroglucinol. La réaction

libére l'unité terminale sous forme de flavanob&ique les unités d’extension sous forme de
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monomeres substitués par I'agent nucléophile entiposC4 du flavanol (Figure 27). La
solution est alors analysée par CLHP en phasedavérest ainsi possible, dans la mesure ou
la lyse est totale, de déterminer la compositionmemomeres et le degré de polymérisation
moyen (DPm).

< } ,, 7 +
< IMGNoImeres adduits flavan-3ol
Phlerogincinoel de Navan-3-ols - phloroglucinol

Figure 27 : Principe de la réaction de phloroglucinolyse.

La réaction de phloroglucinolyse est basée suméme principe que celle de la
thiolyse, le choix de la méthode repose sur I'agamtiéophile (phloroglucinol) qui est
inodore et moins toxique que le benzylmercaptdisétpour la thiolyse.

IV.3.b.ii Protocole
Six cents microlitres d’extraits de tannins saéth®s sous flux d’azote a 35°C avant
d’étre repris dans 200 ul de mélange réactionmdlifjisn de méthanol a 0 ,2N contenant 50
g.I" de phloroglucinol et 10 ¢l d'acide ascorbique) et chauffés au bain-marie 2C50
pendant 20 minutes. La réaction est arrétée part d@ 200 ul d’acétate de sodium a 200
mM.

IV.3.b.iii Analyse chromatographique
Apres la réaction de phloroglucinolyse, I'échdotil est injecté et analysé par
chromatographie liquide haute performance coupléenadétecteur UV-visible (Thermo
Fisher Scientific), (Figure 28).
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Adduit catéchine

wATT

Adduit épizallocatéchine
Adduit épicatéchine-3-O-gallate

Adduit épicatéchine 3-C-zallate

Epigallocatéchine
Catéchine
Adduit épicatéchine
Epicatéchine

= B350

]

> 2

Figure 28 : Exemple de chromatogramme obtenu sur un échantillon d’extrait de
tannins de pellicules de baies de raisin aprés réaction de phloroglucinolyse.

Les conditions d’analyse sont les suivantes :
Colonne analytique Beckman Ultrasphere ODS
Diametre des particules : 5um

Longueur: 25cm

Diametre intérieur : 4,6 mm

Pré-colonne Thermo Hypersil BDS C18
Diametre des particules : 5um
Longueur: 1cm

Diametre intérieur : 4,6 mm
Solvant d’élution:

Phase mobile : eau milliQ a 1 % acide acét{gig / méthanol

Débit : 1 ml/min
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Gradient :

Temps (min) Acide acétique 1 % Méthanol
0 95 5
10 95
30 80 20
55 60 40
60 10 90
70 10 90
75 95 5
80 95 5

Volume d’échantillon injecté : 10 pl

Détection : U.V.a 280 nm

IV.3.b.iv Expression des résultats et méthode de calcul du
degré de polymérisation
La réaction de phloroglucinolyse permet de libérda fois des unités terminales qui
sont, pour les proanthocyanidines, la (+)-catéchmd-)-épicatéchine et la (-)-épicatéchine
galloylée mais également des unités d’extensiorespondant aux adduits de ces composés.
Pour les prodelphinidines, la (-)-épigallocatécheheon adduit sont également libérés.

L’analyse chromatographique permet de doser é&reintes unités grace a leur temps
de rétention par rapport a I'étalon interne ainst gar leur spectre d’absorption. Un spectre
d’absorption couplé a un spectre de masse a digérééin de valider la méthode.

Les calculs de concentrations utilisent les cofits de proportionnalité déterminés
par la méthode de Kennedyal (2001).

Le degré de polymérisation ou DPm est déduit desncatogrammes a l'aide de la

formule suivante :
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Nombre total de moles de (flavan-3-ols + ad{litberées
DPm =

Nombre de moles d’unités terminales (fla@aois)

Le pourcentage de galloylation (%galloylation} asssi déterminé : il mesure la
proportion de monomeres liés a une molécule d’'agalkique dans les polymeéres et est

calculé par le rapport suivant :

Nombre total de moles (épicatéchine-gallatedtluit)

% galloylation =

Nombre de moles d’unités terminales (fla@amis)

Chaque résultat correspond a la moyenne de ddaroghucinolyses par échantillon.

IV.3.c Localisations des tannins dans les différents comganents

cellulaires

Les préparations des échantillons de pelliculdség pour cette étude sont décrites

dans le paragraphe Il. Les coupes utilisées santagpes semi-fines de 150 nm d’épaisseur.

IV.3.c.i Préparations des échantillons
Les coupes ont été déposées dans une goutte digdlée sur des lames de verre
superfrost® a bords rodés 90° et 1 mm d’épaisséermilieu de montage est composé de
glycérol afin de préserver la fluorescence desridltas et une lamelle 1.5 (épaisseur 16-19

mm) est apposée puis fixée par du vernis.

IV.3.c.ii Observations UV et épifluorescence
Les observations de fluorescence ont été réalm@@mmersion avec un objectif x100
a l'aide d'un microscope Olympus BX 51 muni d’'uaenpe UV Olympus U-RFL-T a vapeur
de mercure excitant a 365 nm. Pour les obsenatitv, un filtre vert a été utilisé. Pour
I'épifluorescence, un filtre bleu a été nécessdies. observations ont été photographiées via
un appareil numérique Olympus Camedia Master fiMé I8 microscope et les images
obtenues via le logiciel Olympus DP-Soft versio2. 3.
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IV.3.c.iii Observations en microscopie confocale
Le microscope utilisé pour les observations esmieroscope confocal Leica droit
TCS SP2 AOBS équipé d'un laser argon 488 nm eteddinde laser a 405 nm. L’objectif
utilisé est un objectif x63 a huile pour une ét@meimmersion et les modes d’acquisition

employés sont les modes confocal et acquisitiontsge.

* Mise au point

Afin de s’affranchir de l'autofluorescence de cas@s végétaux tels que la
chlorophylle ou la lignine, une étude bibliograpiega été réalisée et a permis de prendre
connaissance des longueurs d’onde d’émission deamposés en fonction des différents
lasers utilisables en microscopie confocale (Figz@¢ Le laser argon 488 nm permet de

s’affranchir du bruit de fond de la chlorophylledet la lignine.

100 Lignin i Chiorophyll - 633 nm
90 ﬂ. 584 nm
80+ A () 561 nm
§ 70- = £ ' D 514 nm
2 §D- LI
b @ / . @ 456 nm
£ 50
g f ~ m 488 nm
= 40 f X
£ i =it
3 a0/ : -

20

10

0 e —

800 650 700 750 800
Wavelength (nm)

Currant Optnicn in Flant Bialogy

Figure 29 : Spectres d’émission des principales sources d’autofluorescence des racines et des
feuilles aprés excitation avec des sources lazer standard de microscope confocal, a 9 longueurs

d’onde dittérentes. La lignine fen poirtillé) et la chloraphylle (en trait plein) sont utilisées respectivement powr
les racines et les feuilles. On vait parexemple que la [ignine émet fortement entre 490 et 620 nm et la chlorgphyplle
entre dill et 770 nm.

Les parametres d’observation optimum ont été diters par des essais sur coupes de
baies fraiches, des coupes semi-fines de pellictde et de poudres de tannins pelliculaires
commerciaux et de flavan-3-ols ((+)-catéchine,égieatéchine. La Figure 30 présente les
spectres d’émission des poudres commerciales déntapelliculaires et des coupes semi-
fines de pellicules aprés excitation a 488 nm. ¢asition spectrale a permis de déterminer

les longueurs d’onde d’observation.
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3322 nm 573 nm : 534 nm 364 nim

Figure 30 : Spectres d’émission d’antofluorescence deg poudres commerciales de tanning
pelliculaires (A) et de la pellicule de baie de raizin (B) aprés excitation avec une source lager a
argon a 488 nm de microscope contocal.

« Parametres utilisés

Les parametres d’observation optimum sont les stsva
v/ Excitation : Laser argon 488 a 15%

Emission : 532 & 568 nm

PMT : 732 Volt

Offset: 1 %

Plan Z : 0.07 um

Bit : 12 bits

Format : 1024x1024

Voxel : 78.68x78.68

Zoom : 2.96

N N N N N R

*« Mesure des intensités

Les mesures d'intensité de fluorescence des taromh été réalisées sur les images
d’observations via une macro créée sur le logitMekamorph. Une surface théorique de
matériel végétal contenant autant de surface pd#gi€fu’autant de surface vacuolaire a été
définie. Pour chacune des zones mesurées, le nodebigixels par nm a été calculé et

rapporté a la surface théorique. Ainsi, pour chaca® le calcul nous permet d’établir le
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pourcentage d'autofluorescence de chacun des ctimpats cellulaires (vacuole et paroi) et

de déterminer les proportions de répartition desites dans la pellicule. Pour chaque stade
étudié, 20 sections de pellicules provenant dedpes semi-fines correspondant a 5 fruits
différents ont été observées et analysées. Suuelsagtion, I'intensité de fluorescence de 10
zones de parois et celle de 10 zones de vacuolegtérmesurées. Les mesures ont été

réalisées sur les trois premieres assises ceélslde la pellicule (Figure 31).

Figure 31 : Principe de la mesure d’intensité de 1'autofluorescence des tannms pelhculares a
partir du signal digital reconstituteé par le logiciel leica du microscope contocal SP2

* Traitement des images

Pour les reconstitutions d'image 3D, les empilethetimage ont été reconstitués et

déconvolués via les logiciels Imaris et Autoquant.
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V. Préparation du matériel végétal pour I'étude génongue

V.1 Extraction des ARN totaux

L’extraction des ARN totaux est réalisée selomkthode de Reiédt al (2006). La

composition du tampon d’extraction est la suivante

- 300 mM Tris-HCI pH 8,

- 25 mM EDTA,

- 2 M NacCl,

- 2 % (p/v) bromure d'hexadecyltriméthylammoniunT AB),
- 2 % (p/v) polyvinylpolypyrrolidone (PVPP),

- 0,05 % (p/v) spermidine trihydrochloride,

- 2 % (v/v)B-mercaptoethanol,

- H,O DEPC en quantité suffisante pour le volume final.

Le tampon Tris-HCI ainsi que les solutions d’ED&Ade NaCl sont préparés dans de
l'eau traitée au DEPC. L@-mercaptoéthanol est ajouté extemporanément auotamp
d’extraction, puis le tampon d’extraction est cli@wdu bain-marie a 65°C pendant 10 a 15

minutes.

Environ 1 gramme de pellicules broyées dans kaliquide est mélangé a 20 mL de
tampon d'extraction dans un Falcon stérile et iequéndant 10 a 15 minutes au bain-marie a
65°C en vortexant toutes les minutes afin d’homégar la solution d’extraction. Une
premiere extraction avec 20 ml de chloroforme baldsoamylique (IAA ; 24/1 ; viv) est
réalisée. Apres centrifugation a 3 500 g pendanhitba 4°C, la phase aqueuse est récupéree
et de nouveau extraite avec 20 ml de chloroforided/et centrifugée 15 min a 4°C et 3 500
g. La phase supérieure est alors prélevée et l@é #dRt concentrés pendant 30 min & -80°C
apres ajout de 0,1 volume d’acétate de sodium (B#15,2) et 0,6 volume d’isopropanol. Les
échantillons sont ensuite centrifugés 15 min a@&@t a 4°C. Le surnageant est jeté et les
culots sont repris et dissous a température angyiaiains 1 ml de tampon d’extraction. Les
ARN sont précipités 1 nuit a 4°C aprés avoir éé@gférés dans un tube de 2 ml, placés dans
la glace et additionnés de 0,3 volume de chloderéthium a 10 M (LiCl).
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Les acides nucléiques sont centrifugés pendamiB 20 000 g et a 4°C puis lavés
dans 150 pl d’éthanol a 70% froid. lls sont de reauwvcentrifugés 10 min a 20 000 g et a 4°C
avant d’étre séchés sous hotte. Ils sont enfing@misuspension dans 100ul d’eau traitée au
DEPC.

V.2 Elimination de ’ADN génomique des extraits d’ARN btaux

Pour chaque méthode d’extraction, la concentragida pureté des ARN extraits sont
évaluées par spectrophotométrie avec mesure degbahses a 230 nm, 260 nm et 280 nm
sur des dilutions au 1/8% Leur qualité est vérifiée par dépét sur gel diaga & 1,5 %. Si
leur qualité et leur quantité sont correctes, aitedment a la DNase est réalisé pour éliminer
toute trace d'ADN génomique qui fausserait la aéieaition du niveau d'expression.

L’extrait contenant les ARN totaux est mélangé anité de désoxyribonucléase
(DNase) par pg d’ARN, dans du tampon 10X RQ1 RNe=e{Tris-HCI 250 mM pH 8,3 ;
KCI 250 mM; MgC} 50 mM; spermidine 2,5 mM; DTT 50 mM), puis incub&7°C pendant
30 min. La réaction est arrétée par ajout d’'un naude DNase Stop Solution (EGTA 20 mM
pH 8,0).

Une extraction au phénol / chloroforme / alcoaaimylique (25/24/1 ; viviv) est
ensuite réalisée pour éliminer les protéines dwangad réactionnel. Aprés agitation au vortex
pendant 5 min et centrifugation a 15 700 g pen&amiin a température ambiante, la phase
aqueuse est récupérée et les ARN qu’elle contemit grécipités pendant au moins 2 h a -
80°C par addition de 0,1 volume d’acétate de soduvhpH 5,2 et de 2,5 volumes d’éthanol
absolu froid. Les échantillons sont centrifuges& @0 g pendant 30 min a 4°C, puis le culot
est lavé par 1 volume d’éthanol 70 % (v/v), séadwusdotte et enfin remis en suspension dans
15 pL d’eau traitée au DEPC.

Les ARN sont a nouveau dosés par spectrophot@eiteanalysés par électrophorése.
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V.3 Quantification et vérification de I'intégrité des ARN

V.3.a Estimation de la quantité et de la contamination d& ARN

La concentration des ARN est déterminée par megdiatesorbance a 260 nm qui
correspond a leur maximum d’absorption. Des mestiassorbance a 230 nm et a 280 nm
sont également effectuées afin d’évaluer la préselec sucres et de protéines. Le rapport
A260 nm/A280 nm évalue la contamination protéiquelat étre proche de 2. Le rapport

A260 nm/A230 nm est un indice de la présence deesiat doit étre compris entre 1,8 et 2.

V.3.b Electrophorese

L'intégrité des ARN totaux est contrélée par dégétl pg d’ARN sur gel a 1,5 %
(p/v) d’agarose. Le gel est préparé a partir dagardissout dans du tampon TAE 1X (Tris
Base 2,42 g.L-1, acide acétique 0,057 % (v/v), EDOA mM pH 8,0) en présence de
bromure d’éthidium (BET) a raison de 1,5 pL de 8olua 10 pg.mL-1 pour 100 mL de gel.
Le BET s’intercale entre les bases azotées, cepgunet ensuite sa visualisation sous
rayonnement UV. La migration se fait dans du tampA& 1 X sous un voltage constant de
100 mV. Les acides nucléigues étant chargés négagint, ils migrent vers I'anode en

fonction de leur masse et de leur encombrementg&sr

L’'observation de deux bandes majoritaires, cooedpnt aux ARN ribosomiques 28S
et 18S, ARN les plus abondants dans les extraiiguent que les ARN ne sont pas
dégradés. Parallelement, des amplifications par B@Rréalisées a partir d’ARN totaux afin

de vérifier qu’aucune contamination par de '’ADNgénique ne persiste.

V.4 Synthéese des ADN complémentaires

Les ARNm, contenus dans les extraits d’ARN totanng, été utilisés comme matrice
pour la synthese d’ADN complémentaire (ADNc) partdahnique de transcription inverse
(RT, reverse transcription).

Deux microgrammes d’ARN totaux sont mélangés a¥egl d’oligo(dT)15 et le

volume est complété a 15 pul avec de I'eau traiteBBEPC. lIs sont dénaturés par chauffage a

80



Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

75°C pendant 10 min puis placés dans la glace diéuiter la reformation de structures
secondaires. La synthése d'un simple brin d’ADNt réslisée, par incubation a 42°C

pendant 60 min, aprés ajout des éléments suivantss chaque tube :

- 5 uL de tampon de transcription inverse RT 5X BuffTris-HCI 250 mM pH
8,3, KCI 375 mM, DTT 50 mM, MgGI15 mM; Promega),

- 2 uL de dNTP 40 mM (mélange de dATP, dCTP, dGTETEP a 10 mM
chacun),

-1puLde DTT 100 mM,

- 1 pL de RNasin, inhibiteur de RNases (Promega),

- 1 pL de transcriptase inverse M-MLV Reverse Traptgse (Promega) soit
200 unités.

La réaction enzymatique est arrétée par un passag) min a 70°C. Les ADNc
synthétisés sont dilués au 1/5eme dans de l'eailestt stockés a -20°C. Pour chaque
réaction de PCR, 2,5 pL d’ADNCc sont utilisés.

V.5 Amplification des ADNc par PCR et analyse des amglas sur gel

d'agarose
V.5.a Amplification par PCR

Les ADNc synthétisés ont été amplifiés par P@8&lymerase chain reactipra I'aide
d’amorces spécifiques dans un thermocycleur a colevehauffant.
La composition du milieu réactionnel est la suieant
- 2,5 pL de tampon 10 X (Tris-HCI 50 mM pH 8,3, BSA0 pg.mL-1, ficoll 0,5 % (v/v),
saccharose 1 % (p/v), KCI 30 mM, Mg@ M, Tartrazine 1 mM),
-1 pL de dNTP 40 mM en mélange équimolaire,
-1 pL d’amorce sens 10 mM et 1 pl d’amorce anisehmM,
- 2,5 pL de matrice ADNCc,
- 0,5 pL de Tag DNA polymerase a 2,5 unités (Praheg

Le volume est complété a 25 pL avec de I'eau stéril
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Pour les amplifications a partir des banques d’ADWalisées par I'équipe CMSB
(UMR EGFV - INRA - ISVV), le volume de matrice usé est de 1 uL et le programme

d’amplification comprenait 30 cycles.

Différents programmes d’amplification ont été igék. Les amplifications ont été
réalisées a une température d’hybridation 54°C pogene eERlet a 60°C pour les autres
genes pendant 45 s, avec un temps d’élongatiomade & 72°C, le nombre de cycles étant de
30. La température d'hybridation a été définie atalable en réalisant des gradients de
température : de 52°C a 60°C (52°C, 52,6°C, 53,64(9°C, 57°C, 58,5°C, 59,5°C et 60°C).

V.5.b Visualisation des amplifiats

Les produits d’amplifications sont déposés sus gel,8 % d’agarose (p/v) apres ajout

de 2 uL de tampon de charge (5X Green GoTagR oeabtiffer, Promega).

Les fragments d'acides nucléigues sont séparéélgztrophorése en gel d’agarose a
1% afin de vérifier leur taille et de les quantifid puL d'un marqueur de taille de 100 paires
de bases (Promega) sont déposés en paralléle ale dagbtenir une bande correspondant a
une quantité 150 ng d’ADN pour la taille 500 plplkisieurs bandes correspondant a 75 ng
d'ADN. La quantification est réalisée a l'aide dgitiel BiolD (Société Vilber Lourmat) qui
mesure la quantité d'ADN présente sur gel a pddid'intensité des bandes de référence

choisies.

V.6 Etude de I'expression par PCR quantitative en tempgéel

La méthode choisie pour les expériences de RT-§@GRtitative utilise le SYBR IQ-
Green supermix (Bio-Rad). Cet agent intercalang, fois lié a I'ADN double brin, émet une
fluorescence directement mesurée dans le tube PC&da d'un fluorimetre couplé a un
thermocycleur (MylQTM Single Color Real-Time PCR tBgion System, Bio-Rad). Les
threshold cyclesou cycles seuil correspondent au nombre de cyalesmrtir desquels la
fluorescence émise par le produit de PCR est égalseuil de détection du fluorimetre, le

seuil de détection étant significativement pluy€lgue le niveau de base de fluorescence.
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Pour la réaction de PCR quantitative en temps B@lL d'ADNc a 0,4 ng/uL sont
mélangés a 10 pL de "IQTM SYBR Green Supermix" d®mad (2X), 0,5 puL de chaque

amorce (10 uM) et le volume est complété a 20 dcale I'eau traitée au DEPC.

La premiere étape de la PCR est une dénaturatisréchantillons a 95°C pendant 3
min, suivie de 60 cycles d’amplification : 10 s dienaturation a 95°C, 20 s d'hybridation a
60°C et 10 s d'élongation a 72°C. La fluoresceratengesurée a la fin de chaque étape
d’élongation. Ensuite, les courbes de fusion séaligées par augmentation de la température

de 0,5°C toutes les 10 s et mesure de la fluoresc@ichaque palier.

Pour chaque couple d'amorces, l'efficacité de BtaR comprise entre 85 et 115. Des
courbes d'étalonnage ont également été réaliséeschaque PCR quantitative en temps réel

de fagon a veérifier que le coefficient r? était &upur a 0,95.

Des triplicats techniques sont réalisés pour chagphantillon. L'analyse est réalisée
avec le logiciel Bio-Rad 1Q5 2.0 Standard EditioptiCal System Software.

V.7 Définition des amorces et vérification de leur spéficité

Les amorces utilisées pour I'étude de I'expressies géenes PCR quantitative en
temps réel sont présentées dans le Tableau VI.géeps sont étudiés. Parmi eux, deux genes
de ménage, c'est-a-dire exprimés constitutivemeBt, codant pour une protéine de fusion
ubiquitine - protéine ribosomique L40 et elBFdodant la chaine alfa du facteur d'élongation
eF1, permettent de vérifier que la concentratioMBINC est constante entre les échantillons

a comparer.

83



Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

Tableau VI : Oligonucléotides utilisés en PCR quantitative en temps réel.

s Séquence 5’ 3’ Tm Jatlledy
Géne ©0) fragment
amplifié (ph)
TUEBI SEns 5 CTTOATOOGAC ASGTCTOOT 3 G4 100
antisens 5’ TOTCTTOGAGHC AGGATAGC 37 64.2
EF1 gens 5 GAAGGTTC ACCTCTCOGATG 37 63.6 28
antigens 3 CAGAAGAGCCTCTCCCTCAA 37 63.6
LARI1 sens FCTCCAACGOATTTOTTOCAG 37 634 99
antizens  5°COTCCACTGTITTCATCGTG 3° 64.2
LAR2 Sens S TAAACGASCTOOU ATCACTG 37 63.9 88
antizens 3’ GCAGCOGCTAGTAGGTCATC 3° 63.8
ANE sens 3 CTTEATGOGAC AGGTOTOOT 37 G4 102
antigens ¥ TOTCTTOGAGGT AGGATAGE 37 64,2
PGl sens S OATCCCAGAATOTOCAASTE 3 G3.6 100
antisens FCATCCGAAMC ATGAGCCTC 3° 64.1
PME sens S OGCACCOTCOATTTC ATATT 3° 63.5 100
antizens  5'COGTOATGOTOTTCTITTGA 37 63.5

Les ADNc des genes de Vigne sont recherchés gp@émihent dans la base de
données TIGR (http://www.tigr.org/). Quand difféterclones existent, des alignements de
séquences sont réalisés avec le logiciel Clustalhity://www.ebi.ac.uk/clustalw/) afin de
déterminer leur niveau d’homologie et ainsi de afin@ le nombre de transcrits différents a

rechercher et positionner les amorces.

Les amorces sont élaborées a partir des séqueEBsic a I'aide du programme
"Primer 3" (http://emboss.cbr.cr.ca/cgi-binfembepsimer3). Elles sont définies pour
amplifier des fragments d'environ 100 paires dee®as une température d'hybridation
optimale de 60°C pour chacun des couples, lede &iint comprise entre 18 et 25 bases, leur
pourcentage en G/C avoisinant les 50% et le maxirdarhases auto-complémentaires en 3'
étant de 4. Ces conditions sont imposées de fagmiteér la formation de diméres d'amorces

qui fausseraient la quantification.
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Toutes les amorces sont testées au préalablensubanque d'ADNCc réalisée par
I'équipe Contréle du Métabolisme Secondaire ded&eBUMR EGFV - INRA - ISVV) sur
des pellicules de Cabernet-sauvignon prélevéesstages fermeture de grappe et maturité.

Les températures de fusion ont été vérifiees agrague amplification.

Les amplifiats sont ensuite déposés sur gel pewifier la présence d'une bande
unique de taille attendue, puis purifies a l'aide kit « PCR Product Purification Kit »
(Qiagen). Le principe consiste a fixer TADN ammdifsur une colonne de silice grace un
tampon a forte salinité, les autres constituantsndieu n’étant pas retenus. Apres lavage de
la colonne, 'ADN est récupéré par centrifugatiomin a 15 000 g dans de 'eau traité au
DEPC.

Les produits purifiés sont alors envoyés pour sggage automatique a MilleGen
(Labége). L'alignement des séquences nucléotidiqidsnues est effectué par le logiciel
Clustal_X (Thompsoret al, 1997). Les comparaisons de séquences avec hepidm de
données ont été réalisées avec le programme BLA®ESchul et al., 1997) via Internet

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

VI. Etude des activités enzymatiques

Un protocole d’extraction commun aux trois enzyréagliées dans ce travail (PME,
LAR et ANR) a été mis au point au laboratoire. dt adapté des protocoles d’extraction de

chacune des enzymes.

VI.1 Extraction enzymatique

L’extraction est réalisée a partir de deux gramaepellicules broyées dans I'azote
liquide. Les pellicules sont homogénéisées dans @entampon d’extraction (HEPES 0,1 M,
polyéthylene glycol 600 (PEG) 1 % (v/v), sucros@ol(p/v), dithiothréitol (DTT) 100mM,
chlorure de calcium (Cagl25 mM, cocktail antiprotéases 500 jil(Sigma), pH 7,5) et
200mg de PVPP sont ajoutés. Aprés agitation damgalee, a 4°C, pendant 3 heures, les
extraits sont centrifugés a 4°C, pendant 30 minuae48 000 g. Le surnageant est alors

aliquoté et conservé a -20°c jusqu’au dosage.
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VI.2 Dosage de la pectine méthyl estérase (PME)

La mesure de l'activité est réalisée sur I'exttaitit avec un pH ajusté a 7,5. Les
témoins négatifs ont été réalisés avec des exbaits préalablement bouillis.

La PME déméthoxyle spécifiquement les pectinesibére du méthanol. L’'alcool
oxydase dePichia pastoriscatalyse I'oxydation du méthanol en formaldéhyta. 2,4-
pentanedione se condense exclusivement avec didsydles de faible poids moléculaire tels

que le formaldéhyde en formant un composé chronrepdlosorbant a 412 nm.

A 150 ul d’extrait enzymatique brut sont ajouté® 21l de pectine de citrus 0,05%
préparée dans du tampon phosphate 0,1 M, pH 7.Bédlange réactionnel est incubé 30 min
a 30°C avant d’étre porté a ébullition pendant 10 puis ramené a 25°C dans la glace. La
deuxieme étape du dosage se fait par ajout dedallntdnité d’alcool oxydase puis le mélange
est incubé pendant 15 min a 25°C. La condensagsrattiehydes est realisée par addition de
1 ml de pentanedione 20mM dans de l'acétate d’amumor2M et la réaction colorée est
révélée par incubation pendant 15 min a 60°C. Lactién est arrétée en ramenant

I’échantillon & 25°C et la densité optique est méswa 412 nm.

VI.3 Dosage de la leucoanthocyanidine réductase

Le protocole de dosage de la LAR est adapté de del Pfeifferet al. (2006). La

formation de catéchine est mesurée par HPLC codpléedétecteur UV-visible.

In vivg le substrat de la LAR est la leucoanthocyanidibette molécule est trop
instable pour étre utilisée comme substrat de datiegn d’intérét (Pfeiffeet al, 2006). La
dihydroquercétine, substrat de la DFR, enzyme petela réaction de la LAR, est donc

utilisée comme substrat dans cette méthode.

L'extrait enzymatique brut (70ul) est mélangé ad€ul de solution de DHQ
commerciale dans du méthanol (1 mg/ml), 10 pul deDRA & 20mM (Sigma) et 110ul de
tampon Tris-HCI a pH 7,5. Le mélange réactionneliresubé 30 min a 25°C au bain-marie.
Les produits de réaction sont extraits deux foeca200u L d'acétate d'éthyle. Les surnageants

sont réunis et séchés sous flux d'azote, puissrelams 100 pl de MeOH pour I'analyse par
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HPLC.

Pour chaque point mesuré, un échantillon est aéatirectement aprés ajout de
I'extrait protéique (t=0) dans les mémes conditidres dosages sont réalisés en triplicatas.
L'analyse HPLC utilise une colonne en phase inv@@sekman Coulter, ODS, diameétre 4.6,

25cm) et les conditions d’analyse chromatographspre les suivantes :

v" Solvant d’élution :

Phase mobile : eau milliQ a5 % acide acét{gig / méthanol
Débit : 1 ml/mirt
Gradient :
Temps (min) Acide acétique 1 % Méthanol
95 5
95 5
10 90 10
16 90 10
21 10 90
31 10 90
36 95 5
45 95
v" Volume d’échantillon injecté : 50 ul

v Détection: U.V.a280nm

Vi.4 Dosage de I'anthocyanidine réductase

Le protocole de dosage de 'ANR est adapté dei aduXie et al. (2003) et de
Punyasiriet al (2004). La formation d’épicatéchine est mesurae WPLC couplée a un

détecteur UV-visible.

La réaction de I'anthocyanidine réductase conténtil de NADPH (20 mM), 40 pl
d'une solution de cyanidine chloride (5 mg/ml deQ#, 200 ul d'extrait enzymatique ainsi
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qgue du Tris-HCI a pH 6 pour un volume final de 50Qa réaction se fait a 35°C, dans une
étuve, durant 45 min. De la méme maniére que WAR, les produits de réactions sont
extraits avec de l'acétate d'éthyle (2 fois 50@fBechés sous flux d'azote avant d'étre repris
dans 100 pl de MeOH.

L'analyse HPLC utilise une colonne en phase imvdBeckman Coulter, ODS,
diamétre 4.6, 25cm) et les conditions d’analysemtatographique sont les suivantes :

v" Solvant d’élution :

Phase mobile : eau milliQ a 5% acide acétigie ( méthanol
Débit : 1 ml/mirt
Gradient :
Temps (min) Acide acétique 1 % Méthanol
95 5
95 5
10 90 10
15 90 10
25 85 15
40 85 15
65 10 90
75 10 90
80 95 5
85 95 5
v" Volume d’échantillon injecté : 50 ul

v Détection: U.V.a 280 nm
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Vil.  Immunolocalisation des protéines étudiées.

La localisation cellulaire de deux catégories dgines a été réalisée dans ce travail :

- localisation de protéines de deégradation des ipaoellulaires: PME, PG. Des
immunolocalisations complémentaires ont été readis#in d’évaluer I'activité de la PME,
utilisant les anticorps monoclonaux commerciaux It JIM7 (Plantprobes®, anticorps
primaires monoclonaux dirigés contre les chainesndualacturonanes), marquant
respectivement les pectines partiellement et foetenméthylestérifiées (Knoet al, 1990 ;
Willats et al., 2000).

- localisation des deux dernieres enzymes de la #@lei biosynthése des tannins : LAR1 et
LAR 2 (deux isoformes de la LAR) et ANR.

VIl.1 Synthése des anticorps

Les anticorps primaires synthétisés sont des @pscpolyclonaux. En effet, les
anticorps polyclonaux ont la capacité de tolérexr cieangements de nature des antigenes, de
détecter des protéines dénaturées et de pouveigétrérés par différentes espéces animales.
Dans le cadre de notre étude de localisation etadocalisation d’enzymes, le choix

d’anticorps polyclonaux s’est avéré le plus periine
Le Tableau VII récapitule les numéros d’accesdsianaille et la masse des protéines

étudiées et le Tableau VIII présente les séquedeseptides immunogénes dirigés contre
les protéines PME, PG, LAR 1, LAR 2 et ANR.
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Tableau VI I: Caractéristiques des protéines étudiées en immunomarqguage.

s TniProtKB/TrEM Taille Masse
Protéine

BL (aa) (Da)

Pectiuellll)ii&hgi extérase QU4B16 531 58.009
Polygalff.tgl;rmwﬁe QO4B15 444 47.420

Putative 1611C0m1t1]1_?;£a;1idi11e réductage 1 QAW 2KA 346 38.019
L.ellcomltlqulj;ilc{li;e réductase 2 Q3S9L6 162 39.053
Anthocyanidine réductase Q7PCCA 338 36.735

ANR

Tableau VIII : Séquence des peptides immunogénes dirigés contre leg protéines PME,
PG, LARIL, LAR2 et ANR.

Protéine Peptide immunogéne synthétisé

Pectine methyl exterase

PME1 CTITAQGREDPAQPTG

Ply_.clr.t 4 as s s
YRR AR UTONAD. YGAKGDGSDATEAFKC

PGl
Putative lencoanthocyanidine réductase 1 RPGPRSPSKAKIFKC
LAR1
Leucoanthocyanidine réductase 2 " S
) ; L1 -\1
LAR? TIKTINDDRTVNESC
Anthocyanidine réductase TTVRDPDNQKKVSHC

ANR

Vil.1.a Enzymes de dégradation des parois cellulaires

La synthése des peptides antigéniques a étégédlipartir des séquences protéiques
des génes étudiés et aprés vérification des domainaservés par des alignements de

séquences via le logiciel ClustalX.
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La production des anticorps primaires polyclonpaur les protéines PME et PG a été
réalisée par la société Interchim Innovations. &mscorps primaires dirigés contre la protéine
PME ont été produits chez la souris tandis que cinixes contre la PG ont été produits chez
le lapin. Le choix de différentes espéces animalsss justifié par la réalisation de co-

localisation des protéines.

Le designdes peptides a été réalisé apres recherche d’imggarcité sur la séquence
des protéines d’intéréts et vérification de la #@@ des séquences peptidiques proposées
par Interchim pour la protéine d’intérét par bldahs des bases de donn¥éss vinifera et
contrble des alignements de séquences. La Figurpr&nte les résultats dekasts du

peptide antigénique dirigé contre la protéine PMEL.

Dans la banqu&/itis viniferg le peptide antigénique reconnait 18 protéines don
(QI9XGTS5, Q94B16, D7TGK6 et A5AUK1) avec 100% d’hdogie. Parmi ces quatre
protéines, 2 sont des protéines non caracteri§#EEGK6 et ASAUK1), une est considérée
comme une PME patrtielle (Q9XGTS5) et la derniere redte protéine d'intérét: Q94B16.
Les blast et alignement du peptide antigéniquegélidontre la PG1 sont présentés dans la
Figure 33. Le peptide blast avec 6) protéinesvdis vinifera (Q94B15, D7TI31, D7TI30,
D7TI28, A5BZI5 et A5SBYDS8, dont seulement une egtacterisée : Q94B15 et correspond a

notre protéine PG1 de I'étude.

La quantité de peptide synthétisé est de 25 mg poe pureté supérieure a 70%. La
qualité des peptides de 11 a 19 acides aminés @ptblée par chromatographie liquide et
spectrométrie de masse. Cing milligrammes de peptd haptenes car leur masse est
supérieure a 10000 Da, ont été couplés a la petgorteuse KLH (hémocyanine) pour
'immunisation des souris. Le programme d’'immurigatde 12 souris a duré 77 jours et 4
injections ont été réalisées aux jours 0, 21, 3Bet_a production des anticorps a été suivie
par des tests ELISA réalisés auXzt 77 jours. Les anticorps primaires ont été purifiés
sur colonne C-16-G et leur activité a été contrgée ELISA sur le peptide C-16-G. Un

volume de 30 ml d’anticorps anti-PME & 80 pg-ralété obtenu.

Le protocole de production des anticorps primaaes-PG est similaire a celui des

anticorps primaires anti-PME. Cing injections oté géalisées aux jours 0, 14, 28, 56 et 70.
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Les sérums immuns de lapin ont été purifiés apde@@s. Un volume de 34 ml d’anticorps
primaires anti-PG purifiés a 121 pghd été obtenu.

Detalled BLAST results

Job information

Criory ssqance
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Figure 32

antigénique.

Entry nasi Stotus  Profeln Hamos Ll Digankm Length = Identity © EVahis
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: Blast du peptide antigénique dirigé contre la protéine PME]L dans la bancque
Vitis vinifera et alignement de séquences des protéines reconnues a 100% par le peptide
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Detaled BLAST results
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Figure 33 : Blzst du peptide antigénique dirigé contre la protéme PG dans la banque
Vitiz vinifera et alignement de séquenceg des protéines reconnues a 100% par le

peptide antigénique.
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VIl.1.b Enzymes de la voie de biosynthése des tannins

Les anticorps primaires polyclonaux dirigés coné® protéines LAR1 (Q4W2K4),
LAR2 (Q3S9L6) et ANR (Q7PCC4) ont été produits clreis espéces différentes qui sont
respectivement le lapin, la souris et le rat aBnpeérmettre la co-localisation de ces enzymes

dans les cellules de la pellicule de raisin.

La conception de ces anticorps primaires a étdigmm la société BIOTEM. Les

séquences des peptides synthétisés sont résumeéededdableau VIl et leur spécificité

envers les protéines d'intéréts a été vérifiée lpast des séquences peptidiques dans une

banque protéiqu¥itis vinifera(Figures 34 et 35).
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Dtailed BLAST results
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Figure 34 : Blasts des peptides antigénicues dirigé contre les proteines LARL (A) et LAR2
(B) dang la banque Iitis virifera et alignements de géquences desg protémes reconnues a
100% par les peptides antigéniques.

La séquence peptidique dirigée contre la protéR1 (Figure 34A) est reconnue
par trois protéines d¢itis vinifera(Q4W2K4, Q4W2K5 et Q3KN76) mais ne présente 100%
d’homologie qu’avec la protéine Q4W2K4, notre pioeéd’intérét. Concernant la protéine
LAR2 (Figure 34B), le blast du peptide antigénique dans les banyiiesviniferaa révélé
100% d’homologie avec deux protéines LAR2 diis vinifera de 362 acides aminés
(Q3S9L6 et D7SIV3) dont notre protéine d’'interéBEIL6) et 92% avec une LAR2 didis
vinifera de 358 acides aminés (Q4W2K®6). Pour la protéin®R Al séquence peptidique est
reconnue par quatre protéines\daés vinifera(Q7PCC4, Q5FB34, D7U6G6 et ASAER1) de
338 acides aminés et de 100 % d’homologie (Figbje Barmi ces quatre protéines, deux ne
sont pas caractérisées et les deux autres soninge® comme ANR dont la protéine
Q7PCC4, notre protéine d'intérét.
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Detaited BLAST results
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ASAERT VTV v Petativie wichaisaoriced protein e enifara (i) e 00405 BO=1pF

Jeb information

Gy saquence ETRIHN

p-npr.ide,l' kB e O e e e e e e TTV'RDPI}!{QEK‘JSHE “““““““

ex IDTUEGE |IDTUEGE VITVI/1-228 MATCHPIGRRIACTVGEIGEVASLLVELLLORGYAVNT IVRDFONCERVIHLLELQELGD
tr|Q5FE34 |QSFE34 VITVI/1-338 MATQHPIGKRIACVVGEIGEVAILLVRLLLQRGYAVNITVRDPINQREVEHLLELQELGD
txiQTPCC4 IQTPCCS VITVI/1-2338 MATQHRIGRRIACVVGEIGEVASLLVELLLORGYAVNITVRDPDNQREVSHLLELQELGD
tx|ASAERL [ASAERY VITVI/1-338 WPFSTPIERRFPHVIZAAPDLILHICWLIFCCRRAML ST PLYRDPDNORIVIHLINLQELGD

BRPEISEI=18 =000 e R A S R S S St B S S 3 T R 4 IR £
tr |DTUEGE LD'}UEGG_VImfi'EEH LRIFRADLIDELSFEAPIAGC D VEHVAT FVHE ASEDPENDMIEFAVQGVVNVMEACTRA
tx |Q5FE34 |[QSFB34_VITVI/1-338 LEIFRADLIDELSFEAPIAGCDEVENVAT FVHEASEDFENDMIRFAIQGVVHVMEACTRA
e [JTFCCY IQ"-'F‘-\"_‘CE_T.-'Im Ji-3358 LEIFRADILTDELSFEAR IRECDWETREFUT[FHEEPEHD&!IR?AEQE&WM
ez IASAERL |ASAERL WIIVI/1-3328 LRIFRADLIDELSFEAPIAGCDIVIHVAL PVHEASEDPENDMIRPAIQGVVHVMEACTRA

PapEEduii=18" 0 T T T T TR T R e s
wx | DTUESE PDTU’E-GG_‘JIMH'E.-EEE RaVERVILT 3 AR AT INO L DG T G LV VD EFNWILIEFLT SAKPPIWGY PASETILAERAAR
triQSFE34|QSFEa4 VITVI/1-32308 FIVERVILT I AAAVT INQLDGTGLYVDERNRIDIEF LT SARFFTRGYPASKTILAERALW
tx {QTPCC4|Q7PCCY _VWITVI/1-338 REVERVILI I 2AAAVTINQLDGIGLVVDEFNWIDIEFLI SARPFIWNGY PASKTLAERAAN
triASAERL{ASAER1 VIIVI/1-2338 KSVERVILIIZAAAVIINQLDGIGLVVDERNWIDIEFLI SAKPPIWGY PASKILAERAAW

= e e e e
triDTUEGE|DTUEGE_VITVI/1-330 REAEENNIDLITVIFIIMAGS LI SDVESSICLAMILITGNE L INGMEGMOMIIGIVII
triQ5FBas FQBE’EQ!_VIM;I'333 R AEENNIDL I TVIPTIMAGE LTS DVES S IGLAMILITGHNEFLINGF GMOMLIGIVII
ex iQTECCLIQTRCCS_VITVI/1-23F REAREENNIDLITVIFIIMAGISLIADVEISIGLAMILITGHESLINGHERIPLIGEVEI
tr{ASAERL |ASAERL VITVI/1-338 REAEENNIDLITVIPTIMAGISLISDVEESIGLAMILITGNEFLINGRGMMLIGIVII

PREEELAR /LA 00000 e e i i e i
tr | DTUEGE |IDTUEGE_VITVI/1-338 AHVEDVCRAHIFVAERESASGRYICCAANT SVFELARFLIFRYPQYEVFTDIGDEFIRIK
txiQSEFE34|Q5FBa4_VITVI/1-338 AHVEDVCRAHIEVAERESASGRY ICCAANT SVFELARELSFRRYPRYRVPTDEGDERFRSK
or {Q7PCCA IQTROCE VITVI/1-238 AHVEDVCQAHIIVAERE S ASGRY ICCAANT SVFELAR T LIRRY PQYRVETDICDEPPEIR
triASAERI JASAERI VITVI/1-338 AHVEDVCXAHIEVAEREIASGRYICCAANT SVPELARFLIRRYPQYKVPTIDEGDEFRRSE

peptide/1=15 2 =000 0 e sescessocssiee e e e o
tr | DTTEGE LD'?UEGE_VITVI{I'ﬂQS LIIS3DRLVREGFIFRYGIEEIYDESVEYFFARGLLON
exiQSFEI4|QSTEa4 VITVI/1-338 LIISSERLVREGEIFEYCIEEIVDESVEYEFRARGLION
x| QTECCY) QTPCCE_T.-'IT\'_IJ{E'E-?E LIZSSEKL".‘?EGE‘Sﬂfs:ﬁz:mﬂrﬁ'ﬁm@uﬂﬂ
tx [ASAERL |ASAER] VITVI/1-338 LIISSKRLVEEGFIFKYGIEEIYDESVEYIRARGLLON

Figure 35 : Blast du peptide antigénique diwrigé contre la protéme ANR dans la
banque Vitis virifera et alignement de séquences des protéimes reconnues a 100% par
le peptide antigénique.

Chaque animal a subi 4 immunisations et les séamnété contrélés par ELISA avant
la premiere immunisation et apres la derniére. Ethode utilisée pour purifier les anticorps
est la chromatographie d’affinité sur protéine @hegose 4 fast flow et la pureté des produits
a été analysée sur gel d'électrophorese SDS PAGHEagylamide 13,5% en conditions
dénaturantes, coloration au bleu de Coomassie).
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Les volumes et les concentrations obtenues pguariécorps primaires purifiés sont
les suivants :
v Anti-LAR 1 : 70 ml & 8,8 mg.rl
v Anti-LAR 2 : 4 ml & 7,4 mg.mi
v" Anti-ANR : 12 ml & 3,6 mg.mt

VII.2 Vérification de la spécificité des anticorps primaies polyclonaux

Afin de confirmer la spécificité des peptides gétiiques envers les protéines
d’intérét, desvestern-blotont été réalisés sur des extraits de protéinatewtle pellicules de

baie de raisin ou de fleurs de vigne.

Vil.2.a Matériel végétal

La spécificité des anticorps primaires dirigéstomies protéines PME, PG a été étudié
sur des extraits de protéines totales de pellicidebaies de Cabernet-sauvignon (Parcelle 3,
millésime 2009) au stade maturité, stade pour lebpetivité et I'expression sont les plus
élevées. Les expériences concernant les protéidBsll et LAR 2 ont été réalisées sur des
pellicules de baies au stade vert (parcelle 3, @abeasauvignon, millésime 2009) tandis que
celles concernant la protéine ANR ont été effedugar des fleurs (parcelle 3, Merlot,
millésime 2010).

VIl.2.b Extractions des protéines totales

Le protocole utilisé est celui de Deytieux (20apté de Saravanan et Rose (2004).
Les pellicules de 20 baies sont séparées et broyéement dans l'azote liquide. Pour
I'extraction des protéines totales de fleurs, 2egfldurs ont été broyés dans I'azote liquide.
Trois volumes (p/v) de tampon d’extraction sonuégs sur le matériel végétal, dans un tube

en téflon pour centrifugeuse. Ce tampon est comgesé

v PVPP 1%

v' Saccharose 0,7M
v Chlorure de potassium 0,1 M
v' Tampon Tris HCI pH 7,5 05M
v EDTA 10 mM
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v PMSF dissous dans I'’éthanol 1mM
v B mercaptoéthanol 2%

L’extrait est homogénéisé sur une table d’agitagpendant 30 min dans la glace
fondante. Un volume égal d’'une solution de phémiefTris HCI pH 7,5) est ajouté au
mélange. Le tout est bien agité et homogénéisé epnécédemment pendant 30 minutes.
L’extrait est centrifugé a 9000 g, pendant 30 m#f@ et la phase phénolique supérieure est
récupérée. La phase aqueuse est extraite de nopaeajout de 2 ml de tampon d’extraction
et 2 ml de phénol. Ce mélange est agité pendantmitb puis centrifugé comme
précédemment ; la phase phénolique supérieurerétaumérée et ajoutée a la premiere.

Cette phase phénolique est ensuite lavée trossdeéc un volume égal de tampon
d’extraction pour éliminer le maximum d’'agents @minants, tels que les composés
phénoliques.

A la phase phénolique sont ajoutés 5 volumes daahation d’acétate d’ammonium
dans du méthanol a la concentration de 0,1 M. Egipitation des protéines a lieu toute la
nuit a — 20°C. Le culot protéique est récupéréapentrifugation a 9000 g pendant 30 min a
4°C et subit plusieurs lavages a l'aide :

1. d'acétate d’ammonium dans le méthanol a 0,1 M
2. de méthanol froid, 2 fois
3. d’'acétone 80 % froid, 2 fois.

Entre chaque lavage, le culot dans la solutionadage est agité au vortex puis
soniqué 3 fois 1 min. Les tubes sont ensuite laisserepos 15 min a — 20°C avant d’étre
centrifugés 20 min & 9000 g et a 4°C. A la fin Besges, le culot est finalement séché sous
flux d’azote.
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VIl.2.c Waestern-blot

VIl.2.c.i Protocole
Les culots protéiques sont repris dans du tamp@mimli (Tris-HCI 0,05 M pH 6.8,
SDS 2 %, saccharose 5%, DTT 0,1 M, bleu de bromugt®5 mg.mf) et solubilisés 3 min

a 100°C. Les échantillons sont ensuite mis a migmegel de polyacrylamide 10%.

Les protéines du gel sont transférées sur une maemle nitrocellulose. Pour cela,
une membrane et 4 papiers Whatman 3M sont décaufz@taille de gel et trempés dans le
tampon de transfert (Tris 25 mM, Glycine 200mM, naétol 20%). Le « sandwich » pour le
transfert des protéines est composé du c6té nda dassette, d’'un scotch brite, de 2 papiers
Whatman, du gel de protéines (d’épaisseur 0,75 mdm),la membrane, de 2 papiers
Whatman, d’'un scotch brite et du coté rouge datsette. La migration est réalisée a 200mA

(voltage limitant 100V), pendant 1H30 et a tempémambiante.

La membrane est saturée avec la solution de ozt écrémé 5 %, Tris 10 mM
pH 7,5, NaCl 100 mM, Tween 20 0,1 %) pendant 1 &i@utempérature ambiante ou une nuit
a 4°C. Le tampon de blocage est éliminé puis la bnane est incubée 1 heure avec
I'anticorps primaire dilué dans du tampon de blecagec un volume correspondant a 0,1
ml/cn? de membrane. La membrane est lavée dans un preamigon de lavage (Tris 10
mM pH 7,5, NaCl 1 M, Tween 20 0,25 %) pendant 3@ sous agitation et en changeant le
tampon toutes les 5 min. Elle subit ensuite deureadavages de 5 min dans du tampon Tris
10 mM pH 7,5 avec 1M de NaCl et 0,1 % de TweenL20membrane est incubée pendant 1
heure avec les anticorps secondaires commerciayugues a la péroxidase dilués dans du
tampon de blocage (volume : 0,1 ml/cm2 de membrdreejnembrane est de nouveau lavée
dans le premier tampon de lavage pendant 30 mis agifation en changeant le tampon

toutes les 5 min puis dans le second tampon dgédagr@ux fois 5 min.
La membrane est incubée avec le kit de détec@pti-4CN Substrate Kit de BIO-

RAD) sous agitation pendant 30 min ou jusqu'a ce buniveau de sensibilité désiré soit

atteint. La membrane est ensuite lavée a I'eaudbilde pendant 15 min et scannée.
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VII.2.c.ii Résultats

Afin de confirmer la spécificité des anticorpsnpaires dirigés contre les protéines
PME et PG, des westerns blot ont été realisés esipdbtéines de pellicules de Cabernet-
sauvignon au stade récolte (Figure 36). Concerdangrotéine PME, deux bandes ont été
détectées a 25 kDa, ce résultat confirme la spééifde la protéine, les deux autres bandes
visualisées sur la membrane pourraient correspoadrae forme de phosphorylation de la
protéine. Un western blot sur gel 2D a été réalmés le but de confirmer cette hypothese
mais malheureusement les quantités trop faibleBME n’ont pas permis de la visualiser.
Néanmoins, une analyse LC-MS a été entreprise ponfirmer la présence de la protéine.
Pour la protéine PG, une bande a été détectéeepaarticorps anti-PG, confirmant la
spécificité de reconnaissance des anticorps pquiokgine. La taille de la bande observée est
supérieure a la taille attendue (47,42 kDa) masuitle des séquences blastées avec I'anti-
corps anti-PG, n’a pas permis d’'infirmer la spétiéi. La différence de taille peut provenir
d’'une modification de conformation de la protéinegermettant de migrer plus loin dans le

gel.
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Fignre 36 : Western-blot sur protéines extraites de pellicules de baies de Cabernet-
gauvignon au stade récolte.

Ligne 1, marquetr de poids moléaulaire (Precision Flus profein stavdards all bl prestained, Bio-rad) ;
lignes 2 ef 3, extraits proféiguies. Ligne 2, Vanticorps recomnait wie seule bande proféique, 43 kDa, davs
Dextraif proéigue.  Ligne 3, Danticorps reconnait wne seule bande protdigue, 90 kln, dans Dextrai

proféigue.

Pour confirmer la spécificité des anticorps cotar@rotéine ANR, un western blot a
éte réalisé sur des protéines de fleurs de Cabsaongignon (Figure 37). Deux bandes ont été
détectées a 37 kDa, ce résultat confirme la spééifde la protéine, la deuxieme bande
visualisée sur la membrane pourrait correspondune forme de phosphorylation de la
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protéine. Un western blot réalisé sur gel 2D arétadisé dans le but de confirmer cette

hypothése mais malheureusement les quantités aibfes d’ANR n’ont pas permis de la
visualiser.

Pour confirmer la spécificité des anticorps cotdrgrotéine LAR1, un western blot a
été réalisé sur des protéines de pellicules der@absauvignon au stade fermeture de grappe
(Figure 37). Trois bandes ont été détectées a 2b &®résultat confirme la spécificité de la
protéine, les deux autres bandes visualisées smefabrane pourraient correspondre a une
forme de phosphorylation de la protéine. De la mémamiére que pour 'ANR, un western
blot sur gel 2D a été réalisé dans le but de amefircette hypothése mais malheureusement
les quantités trop faibles de LAR n’ont pas perdada visualiser.

De la méme maniére que pour les anti-corps prétedéanti-corps LAR2 a été testé

par western-blot (Figure 37). Une seule bande adétéctée a 38 kDa, confirmant la
spécificité de I'anti-corps.
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Figure 37 : Western-blot sur proteines extraites de fleurs, ligne 2, et de pellicules de baies,
lignes 3 et 4 de Cabernet-sauvignon au stade fermeture de grappe.

Ligne 1, margtenr de poids moleculaire (Frecision Flus profem standards all blue prestamed, Bio-rad) ;
lignes 2, 3 ef 4, extralts protéiques. Ligne 2, Panticorps recannalt dewx bandes profeigues, 38 fla, dans
Uextraif protéique. Ligne 3, lamticornps recommalt detd bandes protéigues, 25 kDo, dans extrail protéigre.
Ligine 4, anticorps recormait une bande protéigre 38 kDa, davs [Uextraif profeigue.
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VIl.2.d Analyse LC-MS

VIl.2.d.i Protocole
Les spots des protéines d’intérét sont repérékesyel de polyacrylamide 10 %, lavés
pendant 4 heures dans un mélange d’eau et d'atdo(MCN) a 50%, (v/v) et digérés selon
le protocole décrit par Deytiewet al (2007).

Les mélanges peptidiques sont analysés par urensgstHPLC (LC Packings,
Amsterdam) couplé a un spectrometre de masse éduipé trappe linéaire (LTQ OrbiTrap)
(ThermFinnigan, San Jose, CA).

Les peptides sont séparés sur une colonne C18 &€ffMie 15 cm et de 75 um de
diamétre interne équipée d’'une précolonne C18 PppMde 5mm et 300 um de diamétre

interne.

Le débit de la colonne est de 200 nl/min et lgstides sont élués par un gradient
linéaire de 5 a 40 % de solvant B en 35 min (sdl¥an0,1 % d’acide formique, 5 % D'’ACN
et 95 % d'eau; solvant B: 0,1 % d’acide formiq&®, % d’ACN et 20 % d’eau). Le
spectrometre de masse opéere en mode positif aveoltage appliqué de 2 kV. Les données
sont enregistrées en alternant un scan MS sumtengan/z 300-1700 et 5 scans MS/MS en

mode d’exclusion dynamique, chaque ion étant fragénene seule fois.

Les données issues de la fragmentation MS/MS tintagalysées par le logiciel
Biowoks (ThermoFinnigan, Torrence, CA) utilisanaljorythme SEQUEST. La banque
interrogée est la banque NCBI de I'esp¥des vinifra. L’oxydation des méthionines (+16) et
la carbométhylation des cystéines (+57) sont cé@&néas comme modifications différentielles.
Seuls les peptides ayant un score de corrélatiamréupérieur a 1,9 (peptide monochargé),
2,2 (peptide dichargé), 3,75 (peptide trichargé¥ efpeptide quadrichargé ou plus) sont
retenus. Dans tous les cas,A€, doit étre supérieur a 0,1. Les protéines idemidur la
base d'un peptide unique sont rejetées.

VII.2.d.ii Reésultats
L’'analyse des bandes de gel n’a permis d'identifi@lune seule protéine : la PME.
Les séquences peptidiques détectées correspondintpéotéine PME1, Q94B16, notre
protéine d’intérét et une protéine non caracténsass identifiée comme une PME, ASAUKI.
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L’alignement de ces deux protéines montre que Iségeiences différent sur les 45 derniers
acides aminés (Figure 38).

IQ94B1€_VIIVI/1-531
|ASAURL VIIVI/1-534

IQ94Bié VIIVI/1-531
IASAURL VIIVI/1-534

IQ94Bi€_VITVISi-531
IASAURL_VITVI/1-534

IQ94B16_VITVI/1-531
IASAURLI VIIVI/f1-534

IQS4B1& VITVI/S1-531
IASAURL_VITVI/1i-534

IQ94B1&_VITVI/1-531
IASAURL VIIVI/i-534

IQ94B1€_VITVI/1-531
IASAURL_VITVI/1-534
IQ94B1€_VITVI/1-531
IASADR1_VITVI/1-534

IQ94Bl1E€ VITVI/1-531
|ASATUR1_VITVI/1-534

Figure 38 : Alignement des géquences protéiques des deux protéines reconnues

ML RTRL L T I F P rISC a8 TFAS a3 DEEANLELLQSOCILAVPASAFISALK
MA L RTRL L T I PP FISC a8 TFAS a3 DEEANLELIQSOCIAVPSSAFISSLK

ST IDVLRGIMIVV I TREVENDEFRLINAI SDCLELLDFARDDLIWS LA TIQNPRGEDNGT
ST IDVLRGIMIVVAQFTEVENDFRLINAISDCLELLDFARDDL WS LIAIQNPEGEDNGT

GDLGIDLRINLI T FINQDICIEGEVGINGIVRIVVAESLIQVASLVHILLIMVEDFAFK
GDLGIDLRIWLITFINQDICIEGEVEINGIVRIVVAESLIQVASLVHILLTMVEDFAFK

CRINGEEEEVFHV GG P3NV EFHIRFLLOAI SVEPDVIVAADETGNYT TVMDAVQAAR
CRARGEGEGVFHVGIGDFPFIWVGRHIRFLLOASSVIFDVIVAADGT GNYTTVMDAVCAAF

DY S ONHYVIYIRGIYRENVE IRRRRRN LMV GDEMGATVITGRRIYIDGWI L YASATEA
DY S ONH YV IY IR G IYRENVE IFRFFRN LMV GDGMGATVITGHRIYIDGWI L YASATEA

TRGRGr I ARDMI FENTAGPEFHQAVALRIDIDL VY YRCSMRGYQDTLYPFHTNRQEYREC
TRGRGE IARDMI FENT AGFEFHQAVALRIDIDL VY YRCSHMRGYQDTLYFHTNRQEYREC

RISGTVDr I DG ATV RN OO I LR R CL PN ENT ITAQGRRDPAQPIGrIIQFINISADS
RISV I NG ATV RN QI LVERGL PN RNT ITAQGRRDPAQPTErSIQFSNISADS

DLILASVN AT LY LGRPREQYSRIIIMEIYISDAIRPEGRLERNGDIALDILYYGEYMNYG
LISV AT LY LR PREQYSRTIIIMESYISDAIRPEGRLERNGDFALDILYYGETMNYG

P AGLGIRV R PG rHLLNN S AQAAN TVIEF IAGH-LRLPSTGVEY JAGLAV--
P EAGLGIRVEVAGI33VEQLRIGROLHGDRIHIREFVAAVDRGEITSRIZISLER

par 'anticorps dirigé contre la protéime PME.

VII.3

Immunomarquage enpost-embedding

Les immunomarquages ont été réalisés apres inolumi enpost-embeddingvec

'automate d'immunomarquage, IGL (Leica, Microsyss).

Toutes les étapes se déroulent a température atmlgldeux types de contrble ont été
réalisés : omission de l'anticorps primaire et qudes sérums étaient a disposition,

remplacement de I'anticorps primaire par du sére@émgmun.

Dans un premier temps, les échantillons sont iésydendant 15 min dans du tampon
PBS contenant 50 mM de glycine puis dans deux Isiosessifs de 15 min de tampon PBS a
1 % d’albumine de sérum de beeuf (BSA). Les grilest ensuite rincées pendant 10 min (2
bains de 5 min) dans du tampon d’incubation (I@hposé de PBS et de 0,1 de BSA-c (BSA
dénaturée permettant un blocage plus fin des agpgcifiques). Les coupes sont ensuite

incubées 1 heure en présence de I'anticorps penddiné dans de I'IB. Les grilles sont lavées
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trois fois 5 min dans de I'IB puis trois fois 5 milans du PBS. Les anticorps primaires sont
incubés pendant 90 min et ainsi détectés par deogs secondaires dirigés contre I'espéce
des anticorps primaires couplé a de I'or colloitialés dans de I'IB (Tableau IX). Un dernier
bain dans du PBS a 1% de glutéraldéhyde permaxkeielimmunomarquage. Pour finir, les
échantillons sont lavés dans du PBS (2 bains dén} eh dans I'eau distillée (6 bains de 1
min) puis rincés sous filet d’'eau pendant 15 seesrayant d’étre séchés et rangés.

Tablean IX : Tableau récapitulatit des anticorps primaires et secondaires utiligés pour la
localization deg protéines PME, PG, LARL, LAR?2 et ANR.

Anticorps secondaire, taille deg

Anticorps .
: particules d’or

Protéine S
primaire

Pectine methyl extérase St Chévre anti-Souris
PME1 6 nm
Polygalacturonase Lanin Chévre anti-Lapin
. it .
PGl ! 6 nm
Putative leucoanthocyanidine : Chévre anti-Lapin
; Lapm y
reductagse ] LAR1 6 nm
Leucoanthocyanidine réductage 2 Souris Chévre anti-Souris
130 s .
LAR?2 6 nm
Anthocyanidine réductase Rat Chévre anti-Rat
ANR 10 nm

Vil.4 Observations en microscopie en transmission

Apres avoir été contrastées, les grilles ont diServées avec un microscope

électronique a transmission a 120kV (Tecnai 12).FEI
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VIll.  Techniques utilisées pour la cartographie de compaats cellulaires

Cette étude a été menée en collaboration avebdedtire de spectrométrie de masse
et de chimie laser (LSMCL) de I'Université Paul VAime de Metz. Les objectifs étaient
d’identifier et de cartographier des composanttulzétes de la pellicule de baie de raisin
prélevés a différents stades de maturité. Les sealgnt été effectuées par spectrométrie de
masse au LSMCL.Deux approches ont été menées altefrar la cartographie de pellicules
de baies de raisin par désorption/ionisation laseociée a un spectrometre de masse a temps
de vol (LDI-TOFMS) et leurs extraits méthanoliquear électrospray couplée a un
spectrométre de masse a résonance cyclotroniquemiest a transformée de Fourier (ESI-
FTICRMS).

VIIIL1 Echantillons analysés

Des extraits méthanoliques de pellicules entiaresi que de fractions pariétales ont
été obtenus suivant le protocole précédemmenttaizons le chapitre 2, paragraphe 1IV.2.c. lls
sont issus de pellicules de baies de raisins ek différents stades de maturité (fermeture
de grappe, fin véraison (80%) et récolte) pourlasees 2008 et 2009 puis conservés a -80°C.

Pour cartographier ces composants au niveaudissutles pellicules de baie de raisin
prélevées dans l'azote au cours des millésimes 2008009, ont été découpées comme
illustré dans la figure 39, puis rincées a l'eastitiée et séchées entre 2 lames de verre
pendant 24 heures dans une étuve a 29°C. Les mardegpellicules ont ensuite été décollés
avec de la vapeur d’'eau, placés sur du papier adsbpour éter 'humidité et de nouveau
séchées a l'étuve pendant 12 heures et enfin cdssexr I'abri de 'humidité dans un

dessicateur jusqu’a analyse.
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Figure 39 : Orientation des coupes de pellicules de baies de raigin pour la cartographie des
compogants tissulaires par Imagerie par Spectrométrie de Magsge (IMS).
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Pour cartographier certains éléments minéraux dangellicule, la technique de
spectrométrie de masse des ions secondaires (2AM8)entreprise sur des coupes semi-fines

préparées pour la microscopie photonique.

VIIL2 Imagerie par spectrométrie de masse (IMS)

L'imagerie par spectrométrie de masse (IMS, Imaditags Spectrometry) combine la
localisation spatiale des composés et la capaciédytique de la spectrométrie de masse
(figure 40). Elle permet d’analyser localement ¢tenposition d’échantillons. L'imagerie par
spectrométrie de masse se décline en trois étagesteelles que sont, I'étape de préparation
de I'échantillon (figure 40.a), puis I'analyse pspectrométrie de masse proprement dite
(figure 40.b) et enfin le traitement informatiquesdrésultats pour obtenir_« une carte de

répartition moléculaire (figure 40.c).

. L
Echantillon

Echantillonnage
Avec ou sans matrice

(@)

MALDI ou LDI-Tof MS |
(b) Spectre de masse (m/z)
Figure 40 : Schéma de principe d’'une expérience d’'imagerie gp@ctrométrie de masse
(IMS).

Pour étudier les pellicules de bais de raisin p#8,lune partie de la pellicule est découpée
puis déposée directement sur une plaque métallejuéxée par du ruban adhésif en
aluminium. L’échantillon est controlé de maniéreeaqu’il soit le plus plat possible pour

assurer un impact régulier du laser.
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bY

Les coordonnées de la zone a cartographier saitlies a I'aide du logiciel
CreateTarget qui définit trois spots de référensea plaque délimitant une zone de 4 fnm
Sachant que chaque pixel correspondra a la zomgadit du laser conduisant a un spectre de
masse, le pas des pixels est fixé a 50 um poumaikeure résolution de I'image. Dans ces
conditions, le spot du laser ayant un diametreQjen] la résolution de I'image est de 16000
points.

Pour I'obtention des spectres de masse, les pa&esrde I'image sont importés dans
le logiciel Flexcontrol (Bruker Daltonique) qui pik le spectrométre de masse de type temps
de vol (TOF). Ce systéme d’analyse a été utilistsda cadre des étudessitu des feuilles
de vigne (Hamm, 2010 ; Hamet al, 2010). Son principe est basé sur la séparagsnans
de rapports masse sur charge différents par degstel® parcours difféerents d’'une méme
distance. Dans un premier temps, des ions de mastede charge ze sont accélérés par une
différence de potentiel V.

lIs acquierent une énergie cinétique donnée par :
—mv? = zeV
2

lIs possedent alors une vitesse égale a :

2zeV
V =
\ m

A cette vitesse, le temps qu’ils mettront & paricaure longueur L sera donné par :

m
= — m
t L\/ZzeV K\/ /z

Aprés accélération, les ions parcourent la zone lile champ en un « temps de vol »
proportionnel a leur rapport m/z. Les ions les pagers sont détectés les premiers, les ions
plus lourds parviennent au détecteur aprés un tel@p®| plus long. Un schéma de principe

d’un spectrometre a temps de vol est présentadtiglre 41.
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Figure 41 : Schéma de principe d’'un spectromeétre de massefss téevol

Pour étre séparés selon leurs temps de vol, les doivent étre introduits da
'analyseur par paquets de faible largeur spatetietemporelle. Celeest réalisé par
I'impulsion laser (quelques ns de temps d’'impulsamec un diamétre d'impact d’environ
um) permettant a la fois de former des ions a 1pddison interaction avec un échantil

solide et de définir I'origine du temps de dépas ibrs de la source vers I'analyse

Le spectrométre de masse a temps de vol (TOFM$3éegtidans le cadre de r
analyses est un instrument de type Bruker ReflexBiiker-Daltonics, Bréme, Allemagni
possédant comme source de désorption/ionisatiofaser azote possédant une longu
d’onde de 337 nm. Il est également possible deaiitar en mode de désorption/ionisat

laser a 266 nm a l'aide d’un laser Nd:YAG quadrugiéréquenc

Sur chaque pixel, 50 tirs laser conduisent a I'otived de 50 spetres de masse qui
seront moyennés. L’acquisition d’'une image corragpdonc a 80000 spectres de mz
acquis en 4 heures grace a une vitesse d’analgséecle logiciel AnalyseThis convertit
tous les spectres en un fichier im qui sera exploité par le logici®@ioMap. Ce logiciel

permet d’obtenir une image de chaque rapport niézts@énné pour la zone cartograph

VI3 Analyse en ES-FTICRMS

Les échantillons analysés en -FTICRMS sont des extraits de tannins de pellic
entiéres issus des baies mésin prélevées aux stades fermeture de grappevéfiaison e
récolte au cours des millésimes 2008 et 2009, aumside fractions pariétales issus des
de raisin prélevées aux stades fermeture de grdppeiéraison et récolte au cours

millésime 2009.
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La source d'ionisation choisie pour cette étudet d®lectrospray ou
électronébulisation (ESI). Cette source est adaptdétude de composés en solution et
permet une caractérisation fine des polyphénolg temnflavonoides. C’est une ionisation
douce, qui induit peu de fragmentation directenaams la source. Il est possible d’ioniser des
molécules sur une large gamme de masse et de féga@ment des ions multichargés. Les
concentrations des échantillons préconisées sanprises entre I0et de 1¢ mol.I* afin
d’éviter la pollution de la source. Dans notre das,extraits de pellicules aux stades vert et
fin véraison ont été dilués 10 fois tandis queeleaits issus des extraits de pellicule au stade

récolte ont été dilués 100 fois.

L'ionisation est obtenue par application d'undédénce de potentiel élevée (entre
3000 et 5000 volts) entre I'extrémité d’'un capiaet I'orifice du spectrométre. Cette tension
fournit le gradient électrique nécessaire produisaue séparation de charges a la surface du
liquide conduisant a la dispersion de I'échantillsous forme de micro-goutellettes. La
désolvatation est permise par une température eélevéin rideau de gaz, le plus souvent
composé de diazote §N La solution est alors sous forme d’ions en phgaeeuse qui

peuvent étre exploitables en spectrométrie de masse

Dans cette étude les extraits pariétaux ont étdié&t uniqguement en mode négatif,
permettant la détection des ions déprotonés [MeHgles ions avec des adduits chlorures. Les
extraits de pellicules entiéres ont été étudiémede négatif mais également, en mode positif,
permettant 'observation des ions protonés [M*&lhsi que des adduits sodium et potassium.

Les analyses ont été effectuées avec un specterdet masse de type FTICR

« Explorer QFT-9 » de la société lonSpec (Variastgdl’'un champ magnétique de 9.4T.

Le principe de la FTICR est le suivant : la tregge d’'un ion s’'incurve dans un
champ magnétique intense. Si la vitesse de lioriagisle et le champ assez fort, le rayon de
courbure de la trajectoire de I'ion devient pdtiton peut ainsi étre piégé sur une trajectoire
circulaire dans le champ magnétique : c’est le remant cyclotron. Dans ce cas les ions sont
piégés dans le plan xy, plan qui est perpendiaikila direction du champ magnétique (axe
z). Pour piéger les ions suivant I'axe z, on wildeux plaques de piégeages portées a un

potentiel répulsif (positif pour analyser des casi@t négatif pour des anions).
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Détermination du rapport masse sur charge (m/z) :

2
Force centripéteF; = q.v.B Force centrifugg,: = m.vT

Lorsque I'ion se stabilise sur une trajectoire wage, les deux forces sont égales, d’'ou la

vitesse angulaire définie par :

v q.B
_:a):_
m

o |
N |3

ainsi : 1/f = 21I.

On aboutit ainsi sur une relation qui relie la frégce et le rapport m/z de I'ion.
Avec : f: la fréquence cyclotroniquen Hertz;

B : le champ magnétiquen Teslg

e: la charge élémentaien Coulombs

m: la masse de l'ioen kilogramme

z: la charge de I'ion.
Exemple avec un champ magnétique de 9,4T :

Un ion de masse 300uma aura une fréquence cydigi®a’environ 481 177Hz.
VIIl.4 Technique SIMS

La Spectrométrie de Masse d’lons Secondaires (SId4%une technique d’analyse
physico-chimique de I'extréme surface. Elle esekasur la détection des particules chargées
(ions secondaires) produits sous I'effet d’'un bordbment d’ions incidents (ions primaires).
La nature des ions secondaires émis est intimeligend celle de la surface de I'échantillon.
De plus, les ions secondaires ne peuvent provesirdg I'extréme surface (10A) ce qui fait
du SIMS une des techniques les plus sensibles suti@ce. Le phénomene SIMS est
suffisamment général pour pouvoir analyser toutetgle surface, les seules contraintes
concernent les échantillons non compatibles avdtrdvide. Les applications du SIMS sont
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donc nombreuses : analyse élémentaire et moléepypafil en profondeur, imagerie ionique,

identification chimique etc.

Dans notre étude, la techniqgue du SIMS a étédesié des coupes semi-fines de
pellicules de baie de raisin de la parcelle 3, @adesauvignon, au stade fermeture de grappe
du millésime 2008. Les analyses ont été effectysmsle département des Sciences des
matériaux et des procédes, PCPM, dirigé par Arixeldorte, de I'unité de physico-chimie et

de physique des matériaux de I'Université cath@ida Louvain, Belgique.

IX.  Analyse statistique

Dans ce travail, différents logiciels de statiség ont été utilisés. Les statistiques
paramétriques (ANOVA, ACP, Test t de Student) otit éalisées a l'aide du logiciel
Statistica. Un grand nombre de données concernalenpetits échantillons, ainsi les
statistiques non paramétriques ont été realisées lag utilitaires de I'association Anastat.
Enfin pour les données sensorielles, une partigrddements ainsi que I'analyse sensorielle
descriptive (NF EN ISO 13299) a été directementigéa avec le logiciel de dégustation
FlZZ.

X. Analyse et traitement des images

En microscopie photonique, les images ont éténsttaées par le logiciel Leica du
microscope confocal SP2, puis déconvoluées et stitodes en 3D par les logiciels

77

Autoquant et Imaris. L'analyse de ces images aégtiisée avec le logiciel Metamorph.

111



Chapitre 3 : Localisation et caractérisation desnars dans la pellicule du raisin

Chapitre 3: Localisation et caractérisation des

tannins dansla pellicule du raisin

Dans la baie de raisin, les tannins sont localilséss les pépins et les pellicules. Leur
étude, relativement récente par rapport aux trava@aksés sur I'ensemble des composés
phénoliques, apporte principalement des donnéesighés et biochimiques. Peu de données
concernent leur localisation spécifique dans lautelleur mode de transport ou leur mode de

liaison avec d’'autres composés cellulaires.

Dans les pépins, seules des procyanidines sorgriess: (+)-catéchine, (-)-épicatéchine et
(-)-épicatéchine-¥-gallate (Su et Singleton, 1969), alors que darss gellicules, ces
monomeres sont présents ainsi que la prodelphmi@répigallocatéchine (Kennedy al,
2001). Dans la pellicule (Amrani Joutei et Glori#894), les tannins peuvent étre :

O libres dans le suc vacuolaire, sous forme granaleus sous forme
d’amas plus ou moins grands surtout localisés aeani du tonoplaste,
O liés aux protéines et aux polysaccharides des merabrvacuolaires,

O liés aux parois et plus spécifiquement aux polysacGdes pariétaux.

Les teneurs en tannins dans le péricarpe décroiggameralement des cellules de
I'épiderme a celles de la pulpe dont les parois@am dépourvues, a I'exception de quelques
cellules du faisceau vasculaire (Amrani Joeteal, 1994). Un gradient de condensation a
également été observé du mésocarpe vers I'épidedaas les couches profondes de la
pellicule, les tannins sont peu condensés et EExalilans de petites vacuoles tandis que vers
la périphérie, la taille des vacuoles et la condgos des tannins augmentent. Par ailleurs, la

présence de tannins dans les parois suggére wparnntercellulaire. L’hypothése d’une
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migration centrifuge des tannins a été émise papliquer ce phénomene, les monomeres

subissant un transport apoplasmique ou symplasnifgueani Joutei, 1993).

Les derniers travaux de Gageeal (2006b), sur les tannins pelliculaires, ont nris e
évidence une localisation majoritaire dans la foacintracellulaire et seulement 10% des
tannins totaux de la pellicule seraient associés @arois. De plus, quelle que soit la
localisation des tannins, la composition est redatient constante au cours du développement
avec seulement quelques différences au niveaurdEs werminales des polymeres (les unités
terminales de la fraction pariétale sont plus mchen prodelphinidine), suggérant des
capacités d’interactions des tannins différentesfoaction de leur localisation. De plus, le
degré de polymérisation des tannins pariétaux gilug élevé que celui des tannins de la
fraction intracellulaire, ces résultats complétesttravaux d’Amrani Joutei en 1993 et 1994,
et émettent I'hypothése d’'une condensation dedrarpariétaux par polymérisation et d’'une
condensation des tannins intracellulaires par assmciation des amas granuleux visibles

dans la vacuole.

Ainsi, si maintenant il est admis qu'une partie tlsnins pelliculaires peuvent étre
localisés dans les parois, aucunes données ne tpemtriexpliquer comment ils se lient aux

composes pariétaux et par quels types de liaison.

L'objectif de ce chapitre est donc d’étudier leantias pariétaux en combinant une
approche biochimique et microscopique afin d’apgrodies éléments nouveaux sur les modes
de liaison des tannins avec certains composestaaxiePour ce travail, deux approches

innovantes ont été utilisées :

- la microscopie confocale permettant de locallssrtannins sans coloration
dans la cellule grace a leur autofluorescence,
- la digestion pariétale permettant de casser figpéement le maillage

pectique de la paroi et ainsi libérer séquentietientes tannins.

Ces résultats devraient également nous permettreielex comprendre comment les
mécanismes de deégradation pelliculaire influendeat mécanismes d’extractibilité et de

diffusion des tannins dans les modts qui impaat@etctement la perception sensorielle de la
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composante tannique. En effet, I'association demits & des protéines et a des
polysaccharides, qui limiterait a la fois leur extibilité et leur réactivité, permettrait de
penser que seuls les tannins libres dans le sugolae seraient dotés de propriétés

gustatives et seraient majoritairement extraits ¢k la vinification.

I.  Approche microscopique

Généralement, I'étude de la localisation des ca@p@hénoliques sur des coupes de
tissus fixés est réalisée par observations apréeforaton des tissus au 4-
diméthylaminocinnamaldéhyde (DMACA) ou a la vandlien milieu acide (Let al, 1996 ;
Feuchtet al, 2004). Les travaux de Zeiger et Hepler, en 19%%, mis en évidence
l'autofluorescence verte des flavonols, sans tratet chimique et sous excitation en lumiéere
bleue, et ainsi leur localisation dans les vacudiesellules d’oignon. Ces travaux ont été
récemment confirmés par Sudbal. (2009) en précisant la localisation de la quenegtdu
kaempferol et de la naringenine dans les vacuasscdllules épidermiques d'oignon. Nous
avons choisi d'utiliser cette propriété d’autoflascence des tannins pour observer leur
localisation cellulaire sans coloration des tisvais, avant d’étre étudiées en microscopie
confocale, les coupes de pellicules ont été obsergdus lumiere UV ainsi qu'en épi-

fluorescence afin de vérifier la présence des renni

Cette étude a été menée sur des coupes semi-tnpsliicules de baies de raisin,
cépage Cabernet-sauvignon, de la parcelle 3, dasinile 2008. Trois stades ont été étudiés :

le stade fermeture de grappe, 80 % véraison etb@ie correspondant a la récolte.

.1 Observations sous lumiére UV

Les observations des coupes semi-fines de pacuhux trois stades de
développement étudiés sont présentées Figure dAsérvation des tissus sous excitation UV
et avec un filtre vert permet d’observer la chldrgfe en rouge et les composés phénoliques

en bleu ou en jaune-orange.
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Figure 42 : Autofluorescence des tannmins (jaune a orange) sous lumiére UV dans les pellicules de
baies de Cabermet-zauvignon du millésime 2008, a difféerents stades de développement : (A)
fermeture de grappe, (B) 80% véraison et (C) récolte. Abréviations : Cut, cuticule ; E parai
cellulaire ; P Cut, paroi cuticularisée ! Vac, vacuole ; Mp, membrane plasmique | E, épiderme ; Hi,
premiére assise celllaire de Dhypoderme [ H2, seconde assise cellulaire de hypoderme [ H3,
troisieme assise cellulaire de Uhypoderme. Echelle 1 A, B, O 0.5 um.

En fonction des stades observeés, les tannindacaitsés dans I'espace intracellulaire

mais également dans les parois des cellules :

- Au stade fermeture de grappe (Figure #9)(les composés phénoliques sont
essentiellement localisés dans I'espace intraegltulau niveau des vacuoles et de la

membrane plasmique. Dans les assises hypodermiguafondes, les tannins sont
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majoritairement vacuolaires et la coloration esimbgéene alors que dans les assises
superficielles la coloration est présente sous éomtamas et de granules. On observe

eégalement, un Iéger marquage des parois des aépigesmiques.

- En fin de véraison, Figure 4B)( I'intensité de I'autofluorescence diminue dans
I'espace intracellulaire quelles que soient legsassconsidérées. Par contre, elle augmente
dans les parois, de I'épiderme et de la premigssses hypodermique essentiellement, dont la

couleur évolue vers I'orange.

- A la récolte, Figure 42), I'espace intracellulaire des assises hypoderesicpst
exempt de coloration jaune-orangé alors que lesgaont Iégérement colorées en jaune. Au
niveau des deux premiéres assises cellulairesgépal et premiére assise hypodermique),
l'intensité de l'autofluorescence des composés gligures est plus marquée, principalement
dans les parois qui présentent une coloration eramgnse indiquant une forte concentration
tannique. De plus, au niveau de I'épiderme, cezgwacuoles présentent encore une faible

coloration orangée.

1.2 Observations en épifluorescence

En lumiére bleu, l'autofluorescence des composé&ngliques permet de les observer
en vert (Zeiger et Hepler, 1979 ; Sustoal, 2009). Les observations réalisées sur les coupes
de pellicules de raisin aux trois stades de déypaoent (fermeture de grappe, 80% véraison
et récolte), confirment les observations réalis@es UV et montrent a la fois une localisation

intracellulaire et pariétale (Figure 43).
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Figure 43 : Autofluorescence des tanning (vert) en épifluorescence (lumiére bleue) dans les pellicules
de baies de Cabernet-zauvignon du millésime 2008, a ddtérents stades de développement : (A)
fermeture de grappe., (B) 80% véraizon et (C) récolte. Abreéviations : Cut, cuticule ; B paroi cellulaire ;
P Cut, parci cuticularisée ; Vac, vacuole ; Mp, membrane plasmique ;| E, épiderme ; Hi, premiére
assise cellulaire de [hypoderme [ H2, seconde assise cellidaire de [ hypoderme ; H3, troisiéme assise
cellulaire de I 'hypodarme. Echelle : A, B, C': 0.5 pm.

Dans la baie verte, Figure 48)( I'autofluorescence des composés phénoliques est
essentiellement localisée dans les vacuoles, &saox membranes plasmiques de la cellule

et légérement dans les parois cellulaires. On rgmeaégalement, une fluorescence de la
cuticule.

Dans la baie a 80% véraison, Figure B}, (‘autofluorescence est plus faible et plus

diffuse que dans la baie en début de développer@etie technique permet de localiser les
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composés phénoliques dans les vacuoles des demiepes assises cellulaires, dans les
parois de I'ensemble des assises pelliculaireg@&ement au niveau de la jonction entre la

paroi externe de I'épiderme et la cuticule.

Dans les baies mlres, Figure £3,(I'autofluorescence est essentiellement présente
au niveau des parois pour 'ensemble des assidetares, dans I'espace intracellulaire au
niveau de petites vacuoles et en petits amas ainptéxde la membrane plasmique.
L’autofluorescence de la zone de jonction entreutacule et la paroi externe de I'épiderme

semble s’'intensifier.

1.3 Etude des tannins pelliculaires en microscopie cootale

La microscopie confocale augmente la résolutiomdtroscope optique. Le but d’'une
observation en microscopie confoncale est d’obtemisignal fluorescent spécifique, durable
et fort sans dégradation et respectant autant gsslpe les fonctions cellulaires. Pour que la
microscopie soit quantitative, I'efficacité du pessus doit étre constante dans le temps et
globalement homogene. Le principe consiste a obsel®s signaux fluorescents appartenant
non plus a un volume mais a un plan focal, ce gud’image de la fluorescence plus nette.
Le «pin hole» rend ce phénomene possible en ne laissant passerseul point lumineux :
généralement un laser. De ce fait, tous les paimi&eux en dehors du plan focal ne sont pas
détectés. Ainsi, le microscope confocal permetalayer tous les points confocaux selon une
série d’axes ou sections optiques. Les intensitésinkeuses, pour chaque point, sont
enregistrées par l'ordinateur qui produit une imalgtale. La projection des différentes
sections optiques par un logiciel approprié (damtsencas trois logiciels ont été utilisés : le
logiciel Leica du microscope confocal SP2, le legitmaris et le logiciel Autoquant) permet
alors de condenser I'information sur un plan, ddgwer par plans a travers ces données et de

faire des reconstructions en relief.

L'intérét d’'une telle méthode dans notre étude, @ebserver la fluorescence
spécifique des tannins et de préciser leur lodahisaen diminuant au maximum les signaux
définis comme du bruit de fond. Pour cela, la débeation des longueurs d’onde d’excitation
et d’émission a été mise au point a partir de pssidcommerciales de catéchine et
épicatéchine mais également de tannins pellicgareprenant compte des autres composés
autofluorescents des végétaux tels que la chlotlgphya mise au point de nos conditions
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d’observation a été développée dans le chapitnea®ériel et méthode&tes observations ont
été réalisées a des longueurs d’'onde d’émissiorpises entre 532 et 568 nm pour une

excitation avec un laser argon 488 nm.

|.3.a Localisation des tannins

La Figure 44 présente les reconstructions en wloreensions des empilements de
sections optiques correspondant a I'autofluoreseapécifique des tannins dans les coupes
de pellicules de raisin aux trois stades étudfésmeture de grappe, 80% véraison et récolte.
Pour chaque reconstruction, seul le « squelettddaa » de la pellicule est présenté.

Aux trois stades étudiés, l'autofluorescence desins est détectée dans la cuticule,

les vacuoles et les parois cellulaires.

Au stade fermeture de grappe, Figure A) (es tannins sont essentiellement présents
dans les vacuoles et a proximité de la membranamnidme, mais également a plus faible
intensité, dans les parois cellulaires, surtodeaahtre la cuticule et la paroi cellulaire externe
de I'épiderme.

A 80% véraison, Figure 48], les tannins sont localisés dans les vacuolesj\eau
de la membrane plasmique et de plus en plus dangdeois cellulaires. La « paroi

cuticularisée » est également marquée par l'audcgcence des tannins.

A maturité, Figure 44Q), les vacuoles ne présentent que trés peu dentaalirs que

les parois cellulaires en sont riches.

119



Chapitre 3 : Localisation et caractérisation desnars dans la pellicule du raisin

=

I=

Figure 44 : Reconstruction en 3D de I'autofluorescence des tanning en microscopie confocale a
balayage dans les pellicules de baies de Cabernet-sauvignon du milléesune 2008, a différents stades
de développement : (A) fermeture de grappe. (B) 80% véraison et (C) recolte. Abrdviations : Cut,
cuticule ; E paroi cellulaire P Out, paroi cuticularisée ; Vac, vacuole | Mp, membrane plasmique ;
E, épiderme ; HI, premiére assise cellulaire de hypoderme [ H2, seconde assise cellwlaive de
Phypoderme; H3, troisieme assise cellulaire de hypoderme.
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[.3.b Estimation de la répartition des tannins dans lesifférents

compartiments cellulaires

La microscopie confocale permet de localiser lesites de la pellicule de raisin par
un signal fluorescent spécifique. Les résultatemi confirment les observations réalisées
sous UV ainsi qu’en épi-fluorescence. L'avantaggenrade cette technique est de pouvoir
quantifier les intensités d’autofluorescence etcdda calculer la proportion des tannins selon
leur localisation dans la cellule. Pour cela, ddeadu logiciel Métamorph, une macro
permettant de calculer I'intensité de la fluoreseseémise dans les parois et dans les vacuoles
a été développée. Une surface théorique de matéggtal contenant autant de surface
pariétale qu’autant de surface vacuolaire a étiigefPour chacune des zones mesurées, le
nombre de pixels par nm a été calculé et rappoldésarface théorique. Ainsi, pour chaque
cas, le calcul nous permet détablir le pourcentaggutofluorescence de chacun des
compartiments cellulaires (vacuole et paroi) etiérminer les proportions de répartition des

tannins dans la pellicule.

Les mesures correspondent donc au pourcentag@miaggrésents dans les vacuoles
et dans les parois en fonction du stade de dévetoppt étudié. Trois stades ont été étudiés :
fermeture de grappe, 80% véraison et maturité. lBbague cas, 20 sections de pellicules
correspondant a 5 fruits différents ont été obswet pour chaque section, l'intensité de
l'autofluorescence des tannins a été évaluée dar®res de vacuoles et 10 de paroi. Ainsi,

pour chaque stade, 400 mesures (200 de vacud@$ efe parois) ont été réalisées.

La Figure 45 présente les résultats des mesuresent§ités de fluorescence des
tannins. Au cours de la maturation de la baiegfartition des tannins pelliculaires au sein
des cellules évolue de maniére inverse. Ainsi, tddesvert a la récolte, la proportion des
tannins intracellulaires diminue alors quelle agge dans la paroi: au stade vert, les
proportions de tannins pariétaux et vacuolaireg pooches (60% dans les vacuoles contre
40% dans les parois) alors qu’'a la récolte, lesitenpariétaux peuvent représenter jusqu’a

90%) du pool total des tannins.
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Figure 45 : Répartition de l'autofluorescence (en %) des tannindquddiires dans les vacuoles et
dans les parois cellulaires, a différents stades de dégvetoent de la baie de raisin : FG, fermeture

de grappe (2008) : FG, fermeture de grappe ; 80% V, 80% vérasd, maturité.Les mesures
d’estimation ont été effectuées sur 20 sections diffésedéepellicules de Cabemet-sauvignon, du millésime 2008 et
200 zones pour chague compartiment cellulaire étudié antésurées.

1.4 Discussion

L’approche microscopique par plusieurs techniquass a permis, pour la premiére
fois, de prouver la présence de tannins dans lesspeellulaires chez le raisin. La technique
développée en microscopie confocale permet égalenwévaluer [lintensité de

l'autofluorescence des tannins et d’estimer leuopprtion au sein des compartiments
cellulaires.

Ainsi, que cela soit sous UV, en épi-fluorescenaeen microscopie confocale, nos
résultats montrent la présence de tannins dare@artiment intracellulaire et dans la paroi.
On observe également, une coloration de la cutquile’'est pas directement due aux tannins
mais aux acides férulique et p-coumarique présdats la cuticule (Considine et Knox,
1979). Selon la profondeur des assises considérées &tde de développement, les tannins
sont localisés dans les vacuoles (sous forme hameoge sous forme d’amas), proche de la
membrane plasmique atl sein de la paroi Ces résultats completent ceux d’Amrani-Joutei
et Glories (1994) qui avaient déja observé surslezoupes des zones sombres pouvant
correspondre a des tannins. A ce jour, seules éeubes en microscopie confocale ont permis
la localisation pariétale des composés phénolicgaess pour autant apporter des informations

sur 'agencement des tannins dans la paroi ou lleurde biosynthése. Dans la premiére

122



Chapitre 3 : Localisation et caractérisation desnars dans la pellicule du raisin

étude, Hutzleet al( 1998) ont observé I'autofluorescence de comppkésoliques dans les
parois cellulaires des tissus conducteurs de fe¢i@a(fabal.), seigle Seca cereale préle
(Equisetum arven3eet épicéalicea abieqL.) Karst.). La seconde étude (Swatoal., 2009)

a été réalisée dans les cellules épidermiquesrboigt rapporte la distribution des flavonols

au sein des vacuoles mais également dans les pathikires.

Au cours du développement de la baie, la réepamtidies tannins au sein de la pellicule
évolue également, puisqu’ils semblent étre en d@annhportante dans les vacuoles des
assises profondes au début de la maturation peadidés préférentiellement dans la paroi des
assises les plus externes en fin de maturationré3estats sont, pour les assises profondes de
la pellicule, en accord avec les observations degé€ie-Rifotet al (1997) qui observent
gu'au cours du grandissement cellulaire du pérgahps remaniements les plus apparents
sont, entre autre, la diminution des teneurs enitgnvacuolaires des futures cellules de
pulpe. En ce qui concerne les tannins pariétauns mommes les premiers a les montrer et

aucune référence bibliographique n’est a notre aissance disponible a ce jour.

La technique de microscopie confocale a permig poypremiere fois d’estimer les
proportions des tannins entre les compartimenttulagks étudiés. Si les proportions
estimées sont peu différentes entre les tanninsolaices et les tannins pariétaux dans la baie
verte, il n’en est pas de méme a maturité ou lesina pariétaux peuvent représenter 90% du
pool tannique total. Ces résultats ne sont pasocos a ceux de Gageéal. (2006) qui par
une approche biochimique estimait & 10% la quaxiigtdannins pariétaux par rapport aux
tannins totaux de pellicule. Cette différence pswixpliquer par la méthode utilisée, la
méthode de dosage chimique n’extrayant suremengasalité des tannins « emprisonnés »
dans le maillage pectigue mais permettant de lib8eilement les tannins les moins

« accrochés » a la paroi ou localisés vers |'estérie celle-ci.

Ainsi, la microscopie permet de confirmer la priesede tannins dans la paroi des
pellicules et de voir qu’ils étaient majoritaireand ce compartiment cellulaire a maturité,
mais elle n'apporte aucune information sur les wen@i sur la fagcon dont ces tannins sont

organisés au sein de la paroi.
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L’'approche microscopique nous a permis, pour la prere fois, de montrer la
présence de tannins dans les parois cellulaires ke raisin. Au cours du développement
de la baie, la répartition des tannins au sein d& pellicule évolue : les tannins sont
localisés en quantité importante dans les vacuotkss assises profondes au début de la
maturation puis localisés préférentiellement dare paroi des assises les plus externes en

fin de maturation.

.  Etude des tannins pelliculaires par I'approche biokimique

Les parois cellulaires représentent une structoraptexe. Il est indispensable de
visualiser cet ensemble comme un maillage polysaaique en 3 dimensions piégeant de
nombreux composés tels que des protéines, desmaiss également des tannins (Nuren
al., 1997). Il est donc difficile d’évaluer la teneexacte en tannins de cette fraction. La
rétention des polyphénols dans la paroi celluldépend en grande partie de leur composition
et de leur structure (conformation, flexibilité desaines polymériques, poids moléculaires,
pourcentage de galloylation), mais également decdmposition chimique des parois
cellulaires ainsi que des modifications de leuncdtire (Vernheet al, 2002 ; Le Bourvellec
et al, 2004). Ainsi, selon Ortega-Regulesal (2006), chez le raisin, il existerait une forte
relation entre la composition de la paroi cellidaét I'extractibilité des anthocyanes : la
composition en galactose, arabinose et cellulossi ajue le degré de méthylation des

pectines augmenteraient I'extractibilité des anyaoes.

L’approche microscopique nous a permis de confilagrésence de tannins dans la
paroi des cellules de la pellicule, mais aucunendenn’est disponible sur leur mode
d’arrangement dans cette fraction. Ainsi, par lt@gbe biochimique, notre objectif est d’'une
part, d’évaluer les teneurs en tannins présents thaparoi mais egalement d’analyser les
polysaccharides pariétaux afin d’évaluer les matkesétention possibles des tannins dans le
maillage pariétal.

Pour cela, il a été envisagé d'étudier conjointemiancomposition tannique et
polysaccharidique de parois de cellules de pediwd partir de fractions pariétales plus ou
moins digérées par un cocktail enzymatique visamiraer les mécanismes de dégradation
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naturelle par rupture des sucres de la chaine gadparidique. Ensuite, les polysaccharides et
les tannins ont été extraits avec plusieurs tygesalvant (eau, acide, soude et oxalate) afin
de briser les liaisons chimiques, d’intensité @gaqui relient les différents polysaccharides
entre eux. Les liaisons dénommées « faibles » gmoredent aux liaisons de type Van der
Waals et covalentes tandis que les liaisons ditiestes » représentent les liaisons de type
ca&*, Mg**. Les extractions ont été réalisées sur des freefariétales témoins ainsi que sur

des fractions pariétales dégradées par le coekiaymatique.

Cette étude a été menée sur les pellicules de Retbgauvignon de la parcelle 3, en
2008 et 2009, a fermeture de la grappe (FG), 108¢tison (100% V) et maturité (M).

1.1 Etude des teneurs totales en polysaccharides

Les polysaccharides extraits a partir de la fracpariétale témoin sont en quantités
plus importante que ceux extraits a partir de étfon pariétale digérée, montrant que le
cocktail enzymatique utilisé agit sur 'agencemees composés pariétaux. De maniére
générale, quel que soit le millésime ou le stadeiét I'extraction des polysaccharides par
rupture des liaisons faibles du maillage parigtatmet de libérer une plus grande quantité de
ces composeés que l'extraction réalisée en cassarlidisons fortes (Figure 46) indiquant
gu'ils sont préférentiellement liés entre eux pas diaisons de type covalente et Van der
Waals. Par contre, en comparant les stades entrel est possible de remarquer qu’au stade
fermeture de grappe, I'extraction des polysacclearapres rupture des liaisons fortes est plus

importante que dans les autres stades.
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Figure 46 : Teneurs (en mg.g! de fraction pariétale) en polysaccharides extraits par rupture des liaisons
chimiques de faible et de forte mtensité des fractions pariétales témoins et digérées, aux différents stades
etudiés du développement de la bate : FG, fermeture de grappe : V 100%, 100% véraizon ; M, baie mure
a la récolte, au cowrs des millésimes 2008 et 2009. Les résultats du dosage des polysaccharides,
représentent la moyenne £ écart-type.

1.2 Etudes des tannins

En paralléle des polysaccharides, les teneursrannt (Figures 47 et 48) ainsi que
leur degré de polymérisation (Figures 49 et 50) aiatétudiés dans les fractions pariétales
témoins et digérées par le cocktail enzymatiquentagh apres rupture des liaisons fortes et
faibles du maillage pariétal. Par convention, newsns appelé «tannins solubles » les
tannins extraits de la fraction pariétale intactedigérée et « tannins issus de la fraction

polysaccharidique », les tannins récupérés apnegptare des liaisons fortes et faibles.
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Il.2.a Teneurs

La Figure 47 montre, que les teneurs en « tanmhsies » de la fraction pariétale
varient en fonction du stade de développement etmiliésime étudiés. La digestion
enzymatique de la fraction pariétale ne permeidgagcupérer plus de tannins, excepté en fin
de véraison pour le millésime 2008 et au stadedarma de grappe en 2009.
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Figure 47 : Teneurs en tannins solubles (en mg.g') des fractions pariétales témoins et digérées par le
cocktail d’enzymes pectolytiques, au cours des millésimes 2008 et 2009. Stades de développement de la baie

etudies | FG, fermeture de grappe ; WV 100%, 100% véraison ; M, bate mire a la récolte. Les résultats di dosage des tannins,
représentent [a mayernne + écart-fype.

Au cours du millésime 2008, les teneurs en « tensolubles » de la fraction pariétale
témoin augmentent entre le stade fermeture de grapda fin de la véraison, avec un
maximum aux environs de 57 mg.de fractions pariétales puis diminuent & matufgns
les fractions pariétales digérées, les teneurstannins solubles » sont similaires hormis en
fin de véraison ou la digestion semble permettre lilmération plus importante, 23% de
tannins en plus (70 mg’gle FP). En 2009, les teneurs en « tannins soluhéest élevées au
stade fermeture de grappe puis diminuent en fivétaison pour réaugmenter a maturité.

Dans les fractions pariétales digérées, le prédVvalution des teneurs en « tannins solubles »
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est similaire, cependant, la digestion de la faactpariétale au stade fermeture de grappe
augmente de 300% I'extraction des tannins (200 thdegFP).

Ainsi, selon le niveau de dégradation des pectinebuloses et hémicelluloses, les
tannins sont plus ou moins facilement extraits. sgae les activités des enzymes
pectolytiques n'ont pas encore eu lieu ou sontrimgétes (stades fermeture de grappe et
véraison), la digestion de la paroi augmente leeauvd extraction en tannins. A maturité,
stade ou les pectines sont normalement altéréesereurs en « tannins solubles » récupérés
sont similaires pour les deux essais, semblanguadique les enzymes pectolityques (PME-
PG) peuvent étre impliqguées dans la diffusion degsits au sein de la pellicule.

Afin de vérifier si I'intégralité des tannins deflaction pariétale avait pu étre libérée
par la simple digestion enzymatique, la déstrutimmade la paroi par rupture chimique du
maillage polysaccharidique a été réalisée surdatifrn pariétale témoin et sur la fraction
pariétale digérée exempte des « tannins solubl&msi, ces extractions ont encore permis de
récupérer des tannins qui sont appelés « tanniha filaction polysaccharidique » et qui ont
été extraits soit par rupture des liaisons chinsqde faible intensité, soit par rupture des
liaisons chimiques de forte intensité existant eenés polysaccharides. Les résultats sont

présentés dans la Figure 48.
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Figure 48 : Teneurs en tanning igsus de la fraction pariétale (en mgz.g'!), extraits par rupture des liaigons
chimiques de faible et de forte intensité, des polyzaccharides de la fraction pariétale témom et digérée
par le cocktail d’enzymes pectolytiques, au cours deg millésimes 2008 et 2009. Stades de développemnent de

la baie éudiés « FG, fermeture de grappe ; V 100%, 100% véraison ; B, baie mfire & la récolte. Zes resudiats du dosage des
tewiring, représentent la mayernne £ écart-type.

Quel que soit le millésime, la rupture des liasoiortes et faibles entre les
polysaccharides permet de libérer encore des tammiliquant que ces composés peuvent étre
« piégés » dans le maillage pectique. De maniéngrgée, I'extraction des tannins apres
rupture des liaisons faibles entre les polysacdearest plus importante qu’apres rupture des
liaisons fortes sauf pour le stade 100% véraisoR0f8. Lorsque les parois sont digérées par
le cocktail enzymatique, la quantité de tanningrils aprés rupture des liaisons entre les
polysaccharides n’est pas significativement augéensauf dans le cas du stade 100%
véraison de 2008. Il est également important derngu’en 2009, la quantité de tannins
libérés est moins importante qu’en 2008 et quetaesins sont majoritairement récupérés

apres rupture des liaisons faibles.

Ainsi, la désorganisation du maillage polysacchque par rupture des liaisons fortes
ou faibles entre les polysaccharides permet depékeu des tannins supplémentaires, ce qui
montre gu’une partie des tannins est piégée au deelar trame rigide de la paroi. Le fait que
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I'extraction soit plus importante quand on réaligee scission des liaisons faibles permet

également de penser qu'ils puissent étre préf@ldartient localisés au « cceur de la paroi ».

[I.2.b  Degré de polymérisation moyen (DPm)

Comme pour les quantités, le degré de polymérisatimyen (DPm) des tannins
pariétaux a été calculé. Les Figures 49 et 50 ptéstles DPm des « tannins solubles »
extraits de la fraction pariétale témoin et digéet des «tannins extraits de la fraction
polysaccharidique » aprés rupture chimique dealaérrigide de la paroi.

Le DPm des «tannins solubles » extraits a pdes fractions pariétales varie en
fonction du stade de développement et du milléskEme2008, le DPm augmente au cours de
la maturation alors qu’en 2009, il reste quasinoemstant. De maniére générale, la digestion
enzymatique ne modifie pas significativement le Dés tannins extraits sauf a maturité en
2008 ou il est fortement diminué (Figure 49).
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Figure 49 : Degré de Polymérization moyen (DPm) des tannmns des fractions pariétales témoins et
digérées par le cocktaill d’enzymes pectolytiques, au cours des millesunes 2008 et 2009, Stades de
développernent de la baie étudiés : FG, fermeture de grappe , V 100%, 100% véraison | M, baie milre a larécolte.
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Ces résultats suggérent que les tannins les plynprisés peuvent étre extraits
directement a partir de la digestion de la fractxamiétale et donc qu’ils sont facilement
accessibles. Ainsi, les tannins les plus polymgns&sembleraient pas étre piégés au coeur du
maillage polysaccharidique. Pour vérifier celaysavons évalué le degré de polymérisation
des tannins extraits de la fraction polysacchauieligprés rupture chimique de la trame rigide
de la paroi (Figure 50).
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Figure 50 : Degrée de Polymerigation moven (DPm) des tanning extraits par rupture des liagons
chimiques de taible et de forte intensite, des polysacchandes de la fraction pariétale temoimn et digeree

par le cocktail d’enzymes pectolytiques, au cours dez millésines 2008 et 2009. Stades de développement de
labaie étudies : FG, fermeturede grappe, V 100%, 100% véraiscn ; M, batemiire & larécole,

Lorsque la fraction pariétale n'est pas digéree,ripture des liaisons entre les
polysaccharides permet de libérer des tannins olRtPm varie de 3 a 30. En 2008, les
tannins libérés présentent un DPm plus importaet cpux libérés en 2009, et ceux libérés
apres rupture des liaisons fortes sont plus gres apux libérés aprés rupture des liaisons

faibles. C’est le contraire en 2009. Lorsque latfoa pariétale est digérée par le cocktalil
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enzymatique, le DPm moyen des tannins est plugefgibe celui des tannins extraits a partir
de la fraction polysaccharidique issue des paroisdigérées. Ce qui semble indiquer que la
libération des unités pectiques ne permet pasbdeeli des tannins plus gros. Lorsque I'on
fait agir le cocktail enzymatique, les résultatdeolns montrent que le DPm des tannins
obtenus aprés rupture des liaisons fortes et fibkt similaire, sauf pour le stade 100%
véraison en 2008 et fermeture de grappe en 200B@annins les plus gros sont ceux

obtenus apres coupure des liaisons faibles.

1.3 Discussion

Les résultats obtenus par I'approche biochimicue en accord avec les observations
microscopiques et confirment la présence de tarasgasciés a la paroi et a certains composés
pariétaux, puisqu’il est possible d’extraire desnias a partir d’une fraction pariétale de
cellules de pellicule mais également a partir defrdation polysaccharidigue de parois
cellulaires. La comparaison systématique des m@sutibtenus a partir d’extraits pariétaux
non digérés et digérés par un cocktail enzymatiigent a rompre les liaisons entre pectines,
celluloses et hémicelluloses montre l'influencebatole des enzymes pectolytiques sur la
composition tannique de la paroi. Ainsi, les teseeirla taille des tannins extraits varient en
fonction du stade de développement semblant indique I'état de dégradation de la paroi
influence la disponibilité des tannins. La ruptutes liaisons entre les polysaccharides a
permis de libérer encore plus de tannins, indiqgaiin certain nombre d’entre eux seraient
localisés a lintérieur du maillage polysacchangiget qu’ils seraient préférentiellement
associés a des polysaccharides reliés entre ewepdraisons faibles, sauf en 2008 au stade
100% véraison. L’étude des DPm laisse égalememdgoeque le degré de polymérisation
varie en fonction de la localisation des tanninsnateau du compartiment pariétal : les
tannins piégés au « cceur » du maillage polysaatfaa semblent moins polymérisés que

ceux localisés vers I'extérieur de la paroi.

Ces résultats apportent des données nouvellda sépartition des tannins au sein de
la cellule, mais malheureusement ils ne peuvenppsiger sur aucune référence
bibliographique. En effet, a notre connaissancasrsmmmes les seuls a avoir adopté cette
approche a partir de matériel végétal pour essdigardier I'affinité entre les polysaccharides
et les tannins qui semble varier en fonction dedmposition de la paroi. Plusieurs études
menéesn vitro, par reconstitution des milieux pariétaux de ponainee raisin, ont permis de
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mieux comprendre I'absorption des composés phamsdiglans les parois cellulaires. Les
études menées sur la pomme (Le Bourvelc al, 2005), ont démontré que les
proanthocyanidines (PA) avaient une affinité crams pour la cellulose, les xyloglucanes et
les pectines. La liaison des PA avec les polysamdsm augmente avec leur degré de
polymérisation et leur teneur en (+)-catéchine pls, la diminution de la porosité des parois
cellulaires par séchage montre une diminution d#iité entre ces deux partenaires (Le
Bourvellecet al, 2004, 2005). Chez le raisin, Ortega-Regelesl., en 2006, ont montré qu'il
existait une forte relation entre la composition ldeparoi cellulaire et I'extractibilité des
anthocyanes : la composition en galactose, arabimbscellulose ainsi que le degré de
méthylation des pectines augmentent I'extractibities anthocyanes, ce qui peut étre associé
a I'épaisseur et a la densité des parois cellddimes de la maturation des raisins. Enfin,
Bindon et al, en 2010, ont mis en évidence l'affinité des macellulaires pour les PA de

haut poids moléculaire et de faible pourcentaggadleylation.

Ainsi, nous ne pouvons qu'émettre des hypothgsegorganisation des tannins dans
la paroi. La structure polysaccharidique pariéedecomposée de cellulose, d’hémicellulose
et de pectine. La chimie et la structure de lautedle expliquent son role de trame rigide de la
paroi : la cellulose est un polymeére monotone foreechaines linéaires non ramifiées
d’'unitésf-D- glucopyranosides liées en position+(4) et le réseau cellulosique est formé par
des liaisons hydrogénes intra et inter-chainedflebabilité de la cellulose s’explique par le
degré de liberté au niveau de chaque liaison hyureg Les hémicelluloses sont des
hétéropolyméres avec une structure répétée de sglsdas er3-1,4 et de courtes chaines
latérales de xylose, de galactose et de fucoseohtormation de la chaine principale de ce
polymere serait responsable des liaisons hydrogames les microfibrilles de cellulose.
Ainsi, dans la paroi, la majorité des tannins, pelymérisés, serait associée a la trame rigide
de la paroi c’est-a-dire aux complexes de celluktsé’hémicellulose. Les pectines sont une
famille d’oligosaccharides et de polysaccharidess tcomplexes et diversifiés dans leur
structure fine (Ridleyet al, 2001) et dont la chaine principale est constitaéacide
galacturonique. Le réseau de pectines consolidadidlage pariétal et influence, par leurs
propriétés ioniques, l'activité des enzymes pdedtacomme celle de la PME. La
déméthylation des pectines par la PME, augmentezée®s de jonctions des chaines
homogalacturoniques en favorisant la formation tdliactions de type egg box» avec les

ions calcium (Rees, 1982) renforcant ainsi la cméspariétale. Ces interactions
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expliqueraient que peu de tannins soient assoopalysaccharides dits de liaisons fortes.
En effet, I'activité de la PME variant en fonctialu stade de développement de la baie
(Deytieux et al, 2008), il est possible de penser que son impbicadans I'évolution de

l'ultrastructure de la paroi puisse jouer un rédasl la complexation des tannins au maillage
polysaccharidique. De plus, les ions calcium emnteancompétition avec la polygalacturonase
(PG) en bloquant ses sites d'action, [l'activité tpbtique de la paroi pourrait

considérablement influencer I'association des tam®ntre les pectines et la trame rigide de

cellulose et d’hémicellulose.

La déstructuration chimique de la paroi, en extnayas polysaccharides par rupture
des liaisons dites faibles, permettrait de cassgame rigide de la paroi en altérant d’une part
les fibrilles de celluloses, et d’autre part, laidon entre I'némicellulose et la cellulose.
L’extraction des polysaccharides par rupture dessdns dites fortes, affecterait la
consolidation de la trame rigide par les pectin@gsi, considérant que la digestion
enzymatique affecte la structure des chaines pmthsaidiques de cellulose, d’hémicellulose
et de pectine, elle altéere en méme temps les tiaigmtre les différentes chaines et ainsi la
cohésion « chimique » plus ou moins forte de laipdrétat de dégradation naturelle de la
paroi par les enzymes pectolytiques et notammentiptervention de la PME, serait donc

directement responsable de I'extractibilité desitas

Pour résumer, au cceur de la paroi cellulaire, unartie des tannins, faiblement ou
moyennement polymérises, sont piégés entre ledlirde cellulose et d’hémicellulose,
composeés qui constituent la trame rigide de la patdn second groupe de tannins, un peu
plus gros que ceux localisés au « coeur de la par@st complexé avec les pectines et la
trame rigide de la paroi. L’'association de ces tan® semble dépendre fortement de
I'activité des enzymes pectolytiques. Enfin, la wréé des tannins, les plus polymérisés,
semblent étre localisés en périphérie du maillagarigtal. Ainsi, il semblerait que les

teneurs en tannins de la paroi soient directemdgek a l'ultrastructure pariétale.
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Il Conclusion

L’objectif de ce chapitre était d’étudier les tamnipariétaux en combinant une approche
biochimique et microscopique afin d’apporter desrénts nouveaux sur les modes de liaison
des tannins avec certains composeés pariétaux etielex appréhender les mécanismes qui
pourraient influencer leur extractibilité et leuffasion dans les modts. Les résultats obtenus
apportent des données nouvelles concernant laidattah des tannins pelliculaires, leur
évolution a travers les différents compartimentbutzgres au cours de la maturation de la

baie, leur complexation avec les composants paxéthainsi leur extractibilité.

Ainsi I'approche microscopique a permis de confirdes résultats de travaux antérieurs
(Hutzler et al. 1998 ; Amrani Joutei et Glories, 2003 ; Swtaal, 2009) sur la présence de
tannins dans le compartiment pariétal. La microscogonfocale a également permis
d’évaluer la répartition des tannins au cours deelibppement de la baie de raisin mais nos
résultats different de ceux de Gagtéal. (2006) quant a la proportion des tannins dans les
différents compartiments cellulaires. En effet, poat auteur, seulement 10% des tannins
totaux seraient associés au compartiment pariéied gue nos résultats montrent que cette
proportion varie au cours du développement et pEarésenter jusqu’a 90% a maturité selon
le millésime. Cette différence peut s’expliquer @améthode utilisée, la méthode de dosage
chimique n’extrayant surement pas la totalité @desins « emprisonnés » dans le maillage
pectique mais permettant de libérer seulementalesins les moins « accrochés » a la paroi
ou localisés vers l'extérieur de celle-ci alors diapproche microscopique permet de
visualiser I'ensemble des tannins. Le développenmdmtla technique de microscopie
confocale pourrait étre un atout non négligeablesda@&tude du profil tannique de la baie de
raisin au cours de son développement puisqu’'enoeanj sur les spectres d’excitation et
d’émission des differents monoméres, dimeres gooieres des tannins, il serait possible
d’observerin situ ces composés et de voir I'évolution de leur I@zdion au sein de la cellule
en s’affranchissant du niveau d’extractibilité qgéne pour I'approche biochimique.
Néanmoins, la microscopie ne permet pas encoreditgr des informations sur les modes

de liaisons entre les composés.

L’approche biochimique développée nous a permisna’'ypart de confirmer la
présence de tannins dans le compartiment pariéwlcdllules de pellicule de raisin mais
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également d’apporter des données nouvelles pouxnsi@mprendre leur organisation au sein
de ce compartimentL’approche choisie pour étudier le profil tannigde la fraction
pariétale et ainsi I'extractibilité des tanninsg#é dans le réseau polysaccharidique, repose
sur le principe de destructuration de la paroi @mant dans un premier temps la dégradation
« naturelle » de la paroi par des digestions entignes et dans un second temps, en rompant
les différentes liaisons chimiques de ce réseawguvent intervenir dans I'évolution de son
ultrastructure. En effet, Le Bourvellet al. (2004, 2005) ont montré sur la pomme que la
composition de la paroi pouvait modifier I'extrduilité des tannins, or il est bien connu qu’au
cours du développement de la baie, la compositiota estructure de la paroi cellulaire
changent continuellement (Rajei, 1987 ; Fry, 198®ugere-Rifotet al, 1996 ; Hardie et
Jaudzems, 1996 ; Nunagt al, 1997 ; Ollat, 2002 ; Brummeét al, 2004 ; Huanget al,
2005 ; Goulao, 2008 ; Deytieuet al, 2008) : une série coordonnée de processus
biochimiques impliquant la biosyntheése des compssae la paroi cellulaire intervient
pendant la phase de croissance de la cellule, ampasés étant dégradés ou réarrangés
ensuite pendant la phase de maturation du fruigucémplique de nombreuses modifications
dans les interactions chimiques des différents tdoasts. L’action des différentes enzymes
pectolytiques, telles que la PME et la PG, engnafide nombreuses interactions chimiques
entre polysaccharides et la digestion enzymatigsepdrois est un processus coordonné qui
pourrait moduler I'extractibilité des tannins. Ailes analysant conjointement les teneurs et le
degré de polymérisation des tannins extraits arpaet fractions pariétales plus ou moins
dégradées et de fractions polysaccharidiques issegdractions pariétales, nous avons pu
montrer gu'il existait une affinité préférentielies tannins pour les polysaccharides associés
entre eux par des liaisons faibles et que le DPstalenins pouvait étre relié au niveau de

dégradation pariétale.

Ces résultats confirment les deux hypothéses de plesation des tannins aux
polysaccharides pariétaux décrites dans la bildigige :

- Les interactions reposeraient sur des liaisonsdggires entre les groupes hydroxyles

des phénols et les atomes doxygéne des liaisors gleres des chaines
polysaccharidiques de la paroi (De Fredgasl, 2003 ; Le Bourvelleet al, 2005).
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- La capacité des polysaccharides a former des stagctsecondaires permettrait
d’encapsuler les polyphénols dans des cavités photmes (Ficcarat al, 2002 ; Le
Bourvellecet al, 2005).

Ainsi, I'état de dégradation des parois cellulnide la pellicule jouerait un role
important dans I'extractibilité des tannins pellaites. Néanmoins, les biais techniques de
I'approche biochimique ne permettent pas de coactur la composition et la répartition
réelle des tannins pelliculaires. La difficulté btenir des fractions pariétales pures et d’en
extraire la totalité des tannins reste un problémagur.

Les résultats présentés dans ce chapitre, montdaric qu’'une partie des tannins de
la pellicule est pariétale et que son extracti@lipeut étre directement liee a I'évolution de
l'ultrastructure de la paroi et donc au niveau de aturation de la pellicule. Si les
mécanismes physiologiques impliqués dans la matiorate la pulpe sont globalement bien
connus, les données concernant les mécanismeslismaturation pelliculaire sont moins
nombreuses. Afin de mieux comprendre quels sontdaénomenes permettant la libération
des tannins pariétaux dans le modt, il semble imi@ort de mieux connaitre les mécanismes
impliqués dans la dégradation pariétale mais égaterhles étapes de la biosynthése des
tannins au sein de la cellule. Les chapitres 4 et portant respectivement sur le
meétabolisme des tannins et I'action de la PME et ldePG sur la désorganisation de la

paroi cellulaire, se proposent d’étudier ces dewspacts de la maturation pelliculaire.
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Chapitre 4 : Etude et localisation de la voie de

biosynthese destannins pelliculaires

Les résultats présentés dans le chapitre précédeng ont permis de mettre en
évidence par une double approche, biochimique etasgcopique, la présence de tannins a la
fois dans le matériel intra cellulaire de la pellee de la baie de raisin mais également dans
les parois. D’autre part, nos résultats montremt évolution de la répartition des tannins des
vacuoles vers la paroi: s’agit-il d’un transpodsdtannins vacuolaires vers la paroi, les
tannins sont-ils synthétisés dans les parois H.es$ maintenant admis que les tannins sont
accumulés dans les différents compartiments cetbslale la pellicule, leur synthese et leur
transport sont, a ce jour, mal connus. Ce chapitmur objectif d’'apporter des éléments
nouveaux sur la synthese des tannins et la lotialisaellulaire de cette voie au cours de la

maturation de la pellicule de la baie de raisin.

Depuis plusieurs années, les deux dernieres enzymmsues et identifiées, de la voie
de biosynthése des tannins, la leucoanthocyanidddectase (LAR) et I'anthocyanidine
réductase (ANR) sont étudiées au laboratoire. betivité ainsi que leur expression génique
ont été suivies de la fleur a la baie mlre et sestemodes de régulations via les régulateurs
hormonaux tels que l'acide abscissique (ABA) ot réis en évidence (Gageé al, 2009 ;
Lacampagneet al, 2010). Ces résultats ont permis d’obtenir désrinations nouvelles sur
les mécanismes de biosynthese des tannins maissiigient incomplets. La littérature est
relativement mal documentée par rapport a la Isatitin de la voie de biosynthése. Selon
Winkel et al. (2004) et Jorgensegt al. (2005) les enzymes de la voie de biosynthése des
flavonoides seraient localisées sur la face cyigpseldu réticulum endoplasmique (RE) et
organisées en complexes multi-enzymatiques. Ceitalisation permettrait de faciliter

I'acheminement des flavonoides vers leurs lieustdekage (vacuole, membrane plasmique,
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paroi cellulaire), (Amrani-Joutei, 1993) par unngport membranaire. Cependant, a ce jour,
aucune étude n’a permis de localiser les deux él@mienzymes de la voie de biosynthése des
tannins, la LAR et 'ANR.

Dans ce chapitre, nous avons donc étudié en comepléde I'activité de ces enzymes
et de I'expression de leurs génes, la localisaties isoformes LAR1, LAR2 et ANR. Cette
approche, réalisée par immunomarquage en micrascéfsctronique en transmission
permettra pour la premiére fois de situer dan®lale les lieux de synthese des tannins et de
mieux comprendre leur localisation. Cette étuddéaréalisée sur les pellicules de baies de
Cabernet-sauvignon de la parcelle 3 au cours diéssimies 2007, 2008 et 2009 pour la partie
biochimique et 2008 et 2009 pour la partie immuoalisation, la synthése des anticorps
ayant été effectuée la premiére année.

Apres un bref rappel bibliographique sur les méraeis de fonctionnement et de régulation
des enzymes LAR et ANR, les résultats concernaradévités, I'expression des genes et leur

localisation cellulaire seront présentés et disuté
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I.  Rappels bibliographiques

La LAR et I'ANR ont été étudiées chez de nombreusgigeces commArabidopsis
thaliana (Devic et al, 1999),Medicago truncatulgXie et al, 2004) etCamillia sinensid..
(Punyasiriet al, 2004), mais peu de travaux ont été publiés chemhe (Bogst al, 2005 ;
Fujita et al, 2005). De plus, aucun de ces auteurs ne propasaittude de I'activité et de
I'expression des genes de ces enzymes et leuiorelaec I'accumulation des tannins dans

les tissus ou organes d’intérét.

Ainsi, chezVitis vinifera les travaux de Bogs en 2005, ont permis d’istéerx isoformes
du gene de la LARYVLAR1et VVLAR2et le géne/vANR.L'étude de I'expression de ces
génes par PCR quantitative en temps réel a réwadépabfils différents et notamment des
expressions tissus spécifiqgues. AiNSILAR1et VVLAR2apparaissent étre spécifiques des
pépins, avec une forte expression deux semaines dipraison pouVvLAR] et durant la
véraison pourVvLAR?2. Les transcrits de ce gene sont aussi détectés ldanBieurs, la
pellicule, et les feuilles mais a un faible nive@ancernant le génévANR il est exprimé a
des niveaux équivalents dans les feuilles, danfldass mais aussi dans la pellicule et dans
les pépins en développement. Tous ces tissus peésedes teneurs significatives en
proanthocyanidines (PA) basées sur des sous wwetéatéchine et d’épicatéchine, avec une

taille ainsi qu’une composition en PA variant endtion des tissus.

Une étude réalisée au laboratoire, sur des flalgs, jeunes baies ainsi que sur des
pellicules de baies de Cabernet-sauvignon par Gagaé& (2009), a pour la premiere fois
permis de corréler I'activité, I'expression des ggvivLAR1 VVLAR2et VVANREet les teneurs
en tannins. En effet, les enzymes LAR et ANR sornteent exprimées durant la floraison,
dans les jeunes baies ainsi qu'au cours de lasaraiCes profils d'activités sont corrélés
avec les teneurs en catéchine et épicatéchine, feoug de monomeres ou polymerisées,
mais aussi avec les profils d’expression des gdbesplus, alors qu&'vLAR1et VVLAR?2
sont tous les deux exprimés dans la baie vergeneVvLAR2est également exprimé durant
la véraison, mettant en évidence deux formes actieda LAR.
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ll. Etude de I'expression et de l'activité des enzymesipliquées dans la
biosynthese des flavanols dans la pellicule

L’activité et I'expression des génes de deux enzsymegponsables de la biosynthése des
unités flavanols : la leucoanthocyanidine réductls&R) et I'anthocyanidine réductase
(ANR) ont été étudiées dans les pellicules de bage€abernet-sauvignon de la parcelle 3,
prélevées au cours des millésimes 2007, 2008 &. 2@3 activités des ces deux enzymes ont
été mesurées selon un protocole adapté de Gagg2009) et I'expression des genes a été

réalisée par PCR quantitative en temps réel.

1.1 La leucoanthocyanidine réductase (LAR)

La leucoanthocyanidine réductase catalyse la ti@ludNADPH-dépendante de la
leucoanthocyanidine en leucocyanidine et produjbritairement la (+)-catéchine. Les deux
alleles,VVLAR1etVVLARZ du gene codant pour la LAR chez la vigne oneéidiés.

[I.1.a Etude de l'activité LAR

La Figure 51 présente les activités LAR pour lesstrmillésimes (2007, 2008 et
2009). Dans tous les cas, cette activité est imptetjuste avant la véraison et au cours de la
premiére phase de changement de couleur des Blms.effondre ensuite pendant la fin de
la véraison pour ré-augmenter au début de la ntaioran 2007 et 2009. A la récolte,
I'activité n’est plus détectée quelle que soit fiae étudiée.

En ce qui concerne, le niveau d’activité, il esbifaire pour les 3 millésimes étudiés, avec

des maxima compris entre 0,04 et 0,08 nKatlg matiére fraiche.

[I.1.b Etude de I'expression du généAR

L'expression des deux allélegyLAR1 et VVLARZ du genelLAR a été étudiée en

parallele des activités.

Contrairement a l'activité, les profils d’expressides gene¥vLAR1et VVLAR2sont peu

similaires entre les années (Figure 51) :
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Figure 51 : Evolution de I'activité LAR, exprimée en nkat.g! de matiére fraiche (MF) et de
I'expression de VLART et VvLAR2, exprimée en unités arbitrawes (UA) dang les pellicules des baies
de Cabernet-zauvignon, au coursg de leur développement en 2007, 2008 et 2009. les résultats représenient ln

mayerme £ écari-iype de trois répétifions independantes. Les résulints de expression sont normalises par rapport d
Lexpression des génes UBI et EF .
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- En 2007, les transcriisAR1 et LAR2 sont détectés a trois stades : dans les baies
vertes, en fin de véraison et au cours de la mauaral’expression du transcritAR1
diminue au cours de la maturation de la baie, taqde celle du transcitiiAR2augmente a la
fin de la véraison ainsi que durant la phase deuratibn. L’'expression d&VLAR?2 est

supérieure a celle dé&vLAR1surtout dans les deux derniers pics d’expression.

- En 2008, le transcritAR1 est globalement plus exprimé queLAR2 Le transcrit
LARL1 est fortement exprimé dans les baies vertes mrsegpression diminue jusqu’a la
maturation avec un second pic au cours de la @raisférieur au premier, représentant 66 %
de I'expression initiale. La synthése deLAR2est similaire a celle dévLAR] c’est-a-dire
avec deux pics d'expression : le premier dans &ssbvertes et le second au cours de la
véraison. L’expression dévLAR2augmente de nouveau au cours de la maturation, ave

pic & maturité 2 fois plus important que le picgaaison.

- En 2009, alors que I'expression dévLAR2 est constante au cours du
développement, le transctitAR1 n’est détecté qu’au cours de la véraison avecivean
d’expression trés élevé, similaire a celui\dd.AR1dans les pellicules de baies vertes de
2008.

1.2 L’anthocyanidine réductase (ANR)

L’anthocyanidine réductase catalyse la réductiGanttiocyanidines en 2Bans
flavanols comme la (-)-épicatéchine. Chez la vigme,seul géné&/vANR code pour cette

enzyme.

[1.2.a Etude de l'activité ANR

La Figure 52 présente les activités ANR pour lesstmillésimes (2007, 2008 et
2009). Quelle que soit 'année, cette activitéiggiortante dans les baies vertes et décroit
pendant la premiere phase de véraison. Par la st@rofils different Iégérement selon les
millésimes : en 2007 et 2009, elle présente urepice mi et fin véraison alors qu’en 2007 et
2008 elle est fortement active pendant la fin dpHase de maturation. Le niveau d’activité

mesuré est similaire pour les trois millésimes.
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Figure 52 : Evolution de |'activité ANR, exprimée en nkat.g! de matiére fraiche (MF) et de
I"expression de Fv4NR, exprimeée en uniteés arbitrawres (UTA) dans les pellicules des bales de Cabernet-
gauvignon, au cours de leur développement en 2007, 2008 et 2009. Iles résuitais représentent la moyerme +

écari-type de trois repelitions independanies. Les résuliats de Dexpression sont normalisés par rapport & Hexpression des
génes UBLet BRI,
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[I.2.b Etude de I'expression du géne ANR

Comme pour I'expression des gendd ARlet VVLARZ le profil de la courbe de la
synthése du transcAtNRest similaire entre 2007 et 2008 mais differe Q09 (Figure 52).
Lors des deux premieres années d’étude, le tramstrmajoritairement détecté au stade vert,
puis en fin de véraison et a I'approche de la técalors qu’'en 2009, I'expression du gene

codant pour I'ANR est stable tout au long de laqui de prélevement.

1.3 Evolution des teneurs en flavanols dans la pellicel

L'évolution des teneurs en flavanols de la peléctotale a été suivie au cours des
trois millésimes 2007, 2008 et 2009. Les produitsadréaction de la LAR, la (+)-catéchine et
de 'ANR, la (-)-épicatéchine ont été dosés sund@mble des stades étudiés et comparés aux

profils d’activité des enzymes (Figure 53).

Globalement, pour les trois millésimes, les teaeur catéchine évoluent parallelement
a l'activité LAR. De maniére générale, les teneemscatéchine, importantes dans la baie
verte, diminuent jusqu’a la fin de la véraison pé@saugmentent Iégérement au cours de la fin
de la maturation. Au niveau des quantités, elled somilaires en 2007 et 2009 mais plus
importantes en 2008.

Pour [I'épicatéchine, les profils d’accumulation respondent a I'évolution de
I'activité ANR en 2007 et 2008 avec une accumurati®picatéchine dans les pellicules a
partir de la fin véraison en méme temps que larsBEghase d'activité de I'enzyme. En
revanche, pour les baies de 2009 (Figure 53),d&pchine s’accumule dans les pellicules

alors que l'activité ANR n’est plus détectée.
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Figure 53 : Teneurs en catéchine et épicatéchine, exprimées en mg.g! de matiére traiche (MF), dans les

pellicules des baies de Cabernet-gauvignon, au cours de leur développement en 2007, 2008 et 2009. ies
résuliats représentent la mayenne de trois répétilions indépendantes.
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1.4 Discussion

Cette étude a permis de compléter les travawepedts sur I'expression et I'activité
des enzymes LAR et ANR, ainsi que sur 'accumufaties sous-unités principales des PA.
L’étude sur 3 années consécutives présentant dest@astiques climatiques différentes
(2007 et 2008 fraiches et humides, 2009 chaudedte} et des prélevements a partir de
stades précoces (40 jours apres anthése) confinmenise en place de la biosynthése des le
début de la croissance des baies (Gagred, 2009), fortement régulée par des facteurs de
transcription (Bogst al, 2005 ; Dellucet al, 2006 et 2008 ; Gagret al, 2009 ; Hichriet
al., 2010) mais également par des régulateurs hormotela que I'ABA (Lacampagnet al,
2010), dont l'action est influencée par des fadeemvironnementaux (Constantiei al,
2006).

Il.4.a Teneurs en catéchine, expression et activité del&R

Pour les trois millésimes étudiés, les transtrAR1 et LAR2 sont exprimés dans les
baies vertes ainsi qu'au cours de la véraison ktige avec l'activité LAR et les teneurs en
catéchine qui sont élevées pendant ces phasesvd®p@gment. Ces résultats confirment
ceux obtenus précédemment au laboratoire en 208®0ét (Gagnét al, 2009 ; Lacampagne
et al, 2010). Néanmoins, si ces premiers travaux avgiemhis d’émettre I'hypothése selon
laquelle I'activité LAR était liee au transctifR1 dans les baies vertes et au trandcAiR2
au cours de la véraison, certaines difféerencesrofsg entre les millésimes 2007, 2008 et

2009 ne nous permettent pas de confirmer cettethgpe.

En effet, en 2007 et 2008, les transcAR1 et LAR2dans les pellicules de baies sont
a la fois exprimés dans les baies vertes et awsamita véraison. En 2007, contrairement aux
résultats de Gagnret al. (2009), le transcritAR2 est plus fortement exprimé qwyLAR1
Nos résultats se rapprochent plus de ceux obtesruByjitaet al, en 2007, qui montrent que
dans les pellicules de baies de Cabernet-sauvigasmjeux transcrittAR1 et LAR2 sont
présents a chaque stade de développeghAR2étant toujours plus abondant. Par contre,
en 2008, comme Gagret al (2009), VVLAR1 est toujours plus fortement exprimé que
VVLARZ2excepté a maturité. Nous pouvons également noierdgux pics d’expression des
ARNmM codant pour la LAR sont détectés dans la barge et durant la véraison, ces deux
pics correspondent a l'activité de la LAR. Cependde la fin véraison a la récolte, alors que

les transcritd AR1 et LAR2sont exprimeés, l'activité LAR n’a pas pu étre déte. Enfin, en
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2009, il est encore plus difficile d’établir unere@ation entre I'expression des genes et
I'activité de I'enzyme LAR. Comme I'ont démontré et al. (2005) dans les pellicules de
baies de Syrah et Fujitet al (2007) dans les pellicules des baies de Cabsmeftignon,
VVLARZ2est détecté a tous les stades considérés aveaildesfvariations dans le niveau
d’expression (entre 0,82 et 1,18 UA), ne permetfams d’expliquer les pics d’activités en
début de véraison et en début de maturation. CependV/LAR1est trés fortement exprimé,
12 fois plus qué/vLAR?Z a la fin de la véraison mais n’est pas détectss diss autres stades.
Ces différences entre millésimes pourraient s'exydr par le fait que I'expression des genes
codant pour la LAR est régulée en partie par lABAacampagnet al, 2010). En effet, les
conditions climatiques en 2009 (été sec et chaueh,différentes de celles de 2007 et 2008,
pourraient étre responsables d’'un stress hydrigugmentant ainsi les teneurs en ABA des
baies (Constantinet al. 2006) favorisant alors la forte expression \dd ARlen fin de

maturation.

Les résultats obtenus au cours de ces trois araésisque les résultats obtenus par
Gagnéet al. (2009), nous permettent d’entériner le fait qe@afyme LAR est active au début
de développement des baies (fleurs, jeunes ba@éss bertes), au cours de la véraison et
pendant la premiére phase de maturation. Ces aésidont confirmés par les teneurs en
catéchines des pellicules et les variations deursngeuvent s’expliquer par I'expression des

transcrits qui est en partie régulée par I'équelibormonal.

[I.4.b Teneurs en épicatéchine, expression et activité 4ANR

Comme pour la LAR, notre étude menée sur trol@siines consécutifs ne confirme
que partiellement les résultats obtenus précédempaerBogset al. (2005) et Gagnét al.
(2009), selon lesquels I'enzyme ANR serait synfé&ti et active uniquement durant la
premiere phase de croissance de la baie. En &ffedNR est bien synthétisée et active dés le
stade vert et jusqu’a la véraison, nous avons serebr I'expression dévANRau cours de
la maturation en 2007 et 2008. Ces résultats samfirmés par une accumulation croissante
de I'épicatéchine au cours de la maturation. En92@@ la méme maniére que le transcrit
LAR2, la synthese d¥vVANRest constante au cours des différents stadeséétatbrs que
I'activité ANR n’est plus détectée. Comme pour AR, I'hypothese d’une stimulation de
I'expression des genes de I'enzyme par 'ABA, forémt accumulé dans les baies au cours du
millésime 2009, est émise, confirmant ainsi la fimk® d’'une co-régulation de la LAR et de

I’ANR par I'équilibre hormonal (Lacampagme al. 2010).
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Nos résultats montrent que I'activation de la LAR @ I'’ANR dans la baie de raisin
est variable selon les millésimes mais se divisgbglement en trois phases : une premiere
phase d’activation dans les baies vertes, une sdeoau cours de la véraison et une
derniere en fin de maturation. L'évolution des temes en catéchine et épicatéchine des
pellicules est fortement corrélée aux profils d’'exgssion et d'activités des deux enzymes
mais dépend également des conditions climatiquésya@gamment de I'état hydrique de la
plante (via I'accumulation d’acide abscissique) gqeemble étre un facteur clé dans la

régulation de cette voie de biosynthese.

ll.  Localisation cellulaire des enzymes impliquées dana biosynthese

des flavanols de la pellicule

Si les modes d’action des deux dernieres enzyme$a deoie de biosynthése sont
aujourd’hui connues et si des hypotheses concetadransport des tannins dans la pellicule
existent, le principe de polymérisation des sougtantanniques reste obscur. La
connaissance des lieux de synthese des flavandlsnetla localisation des enzymes LAR et
ANR sont capitales pour compléter le schéma deybtbgse des tannins dans la pellicule de
la baie de raisin. Pour apporter ces nouveaux éltsnka localisation cellulaire des enzymes
LAR et ANR par la microscopie électronique en traission a été entreprise. Par
comparaison a la microscopie photonique, plus cooant utilisée aujourd’hui pour la
localisation des protéines, cette technique perdienhe part une localisation cellulaire
ultrastructure et non tissulaire des protéineseggaan immunomarquage couplé a I'or, mais
également de supprimer l'autofluorescence des rianqiii crée un bruit de fond empéchant
alors la détection des anticorps secondaires fheerds utilisés pour 'immunolocalisation en

microscopie photonique.

Notre étude porte sur la localisation des isoforin&R1 et LAR2 de la protéine LAR
ainsi que la protéine ANR des pellicules des bdesabernet-sauvignon de la parcelle 3.
Trois stades de développement ont été choisis @armde grappe, 80% veéraison et récolte)
en fonction des résultats obtenus lors de I'étudel’eixpression et de l'activité de ces

enzymes. Les observations ont été réalisées suraies prélevées en 2008 et 2009.
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1.1 Localisation de la protéine LAR1

Les observations réalisées sur les coupes deudelide Cabernet-sauvignon en 2008
ont été confirmées aux trois stades étudiés paoluservations effectuées sur les pellicules de
2009.

Selon le stade, la localisation de la protéineevari

* Dans les pellicules de baies vertes, les padiulor représentant la localisation de
la LAR1 ont été détectées dans le noyau (FigureAb4les cellules épidermiques mais
également dans les plastes des quatre premiélieesassllulaires de la pellicule (Figure 54
B).

* Fin véraison, la protéine LAR1 est localisée ddes cellules épidermiques et
hypodermiques (les trois premiéres assises) assa@ciéles structures fibrillaires dans le
cytoplasme (Figure 5&), au niveau des vésicules d’exocytose (FigureD54t E) mais

également dans les parois cellulaires (Figur€ 4E).

* A maturité, le matériel cellulaire est en dég@&séence. Ainsi, quelques particules
sont localisées dans les cellules mais il estailéfide les associer a une structure cellulaire
spécifiqgue (Figure 547). Néanmoins, l'intégrité des cellules épidermiquétant mieux
conservée, il est possible de localiser principaleintes protéines LAR1 dans le cytoplasme
et associées a la membrane plasmique mais égaleamentes parois cellulaires a plus faible

intensité (Figure 5&).

1.2 Localisation de la protéine LAR2

De la méme maniére que pour la protéine LAR1g¢alisation de la protéine LAR2 a

été entreprise pour les trois stades de dévelopmteme

Dans les cellules des baies vertes, la protéine 2. ARété localisée dans les plastes
(Figure 55A).

En fin de véraison, les particules d'or représenties protéines LAR2 ont été
détectées dans des vésicules a proximité des appdeeGolgi (Figure 58, C etD), dans

I'espace périplasmique des cellules ainsi que dartytoplasme (Figure 568 et D) ou la
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protéine est souvent associée a des structuredafies (Figure 55D). Quelques particules
sont également observées dans les parois dessdlligure 5D).

A maturité, quelques particules sont détectées tlacytoplasme (Figure 39 mais
la majorité est localisée dans les parois des lesllat ce quelle que soit I'assise cellulaire

observée (Figure 55 etF).
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Figure 54 : Localization de la protéine LARIL, par inmunomarquage couplé a l’or en microgcopie
électronique en transmizgion, dans les pellicules de baies de Cabernet-sauvignon a différents stades
de developpement : (A, B) fermeture de grappe, (C, D, E) 80% veéraizon et (F, G) maturité. Les
particules d’or (diameétre 6 nm) représentent la protéine LARIL. Abréviations: Cut, cuticule; F, paroi
cellilaire; Oy, cytaplasme; N, navaw,; PL, plaste; F, structures fibrillaires ; Ves, vésicules; Vac, vacuole; T, tannins.
Bchelle:a. b, 0.5 um; c.d, e, | g, 200 nm.
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Figure 55 : Localisation de la protéine LAR2, par mmunomarquage couplé a l'or en microgcopie
électronique en transmission, dang leg pellicules de baies de Cabernet-sauvignon a différents stades
de développement : (A) termeture de grappe, (B, C, D) 80% veraizon et (E, F) maturité. Les
particules d’or (dhamétre 6 nm) reprézentent la protéme LAR2. Abréviations: Cut, cuticule; P, parol
cellulaire; CVf, cytaplasme; N, noyaw; Fl, plasie; Pp, périplasme; F, structures fibrillaires ; Ves, vésicules; Vac,
vacuole; T, tannins. Bchelle: a, b, 0.3 um; . d, e, 1 g, 200 nim.
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Figure 56 : Localization de la protémne ANR, par immunomarquage couplé a l'or en microscopie
électronique en transmiszion, dans les pellicules de baies de Cabernet-sauvignon a différents stades
de developpement : (A) fermeture de grappe, (B) 80% veraizon et (C) maturité. Les particules d’or
(ciameétre ¢ nm) représentent la protéimne ANR. Abrévintions: Cuf, cuticede; P, parol cellilaire; €y,
cytoplasme; N, noyaiy Fl, plaste; F, structures fibriinires [ Ves, vésicules; Vac, vactiole; T, trvviins. Echelle: a, 0,2 pumy;
b, c, 0.5 pm.
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1.3 Localisation de la protéine ANR

La protéine ANR, comme les protéines LAR1 et LAR2été localisée dans les
plastes des cellules pelliculaires des baies v@Figsre 56A).

En fin de véraison, '’ANR est principalement Idséé dans le cytoplasme des cellules
associée aux structures fibrillaires (Figure Bh Quelques particules d’or ont pu étre

détectées a proximité des parois cellulaires, tapériplasme (Figure 58).

A maturité, 'ANR est présente dans tous les campants cellulaires : dans le
cytoplasme sous forme libre ou associée a dedléfyrau niveau de la membrane plasmique

a proximité des tannins liés a celle-ci ainsi gaeglles parois cellulaires (Figure Gh

.4 Discussion

Notre travail a permis pour la premiere fois deber la localisation des enzymes
LAR et ANRin situdans la pellicule de raisin au cours de son d@pelment montrant ainsi

des spécificités en fonction des stades de dévefoppt mais également des enzymes.

Les résultats du chapitre précédent avaient pu neonine évolution dans la
localisation des tannins au sein du tissu pelliceilen fonction des stades étudiés : dans la
baie verte les tannins sont majoritairement sitdéass le compartiment intracellulaire,
associés aux membranes et dans les vacuoles alarsnqturité les parois cellulaires vont

s’enrichir en tannins aux dépens des vacuoles ket siembrane plasmique.

Avant la véraison, dans les baies encore vertespretéines LAR1, LAR2 et ANR
sont principalement détectées dans les plastegr&aktte localisation inattendue, plusieurs
auteurs ont montré la présence de protéines deila des phénylpropanoides dans ces
organites confirmant ainsi nos observations. D’aj@benet al. (2006) et Tiaret al (2008),
la phénylalanine amonia-lyase (PAL), la cinnamatemdroxylase (C4H), la 4-coumarate :
coenzyme A ligase (4CL), la chalcone synthase (QH&}¥ €galement la chalcone isomérase
(CHI) seraient localisées dans les chloroplastescallules pelliculaires de baie verte (30
JAA) de Cabernet-sauvigno ce stade la, le métabolisme cellulaire est isgent cette
localisation particuliere des protéines pourraiteéle siége d'une régulation post-
transcriptionnelle des ARNm codant pour ces pre®ikcn effet, la plupart des génes codant

pour les protéines plastidiales sont nucléaires aduites dans le cytoplasmdransloquées
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vers les plastes grace a une machinerie d'importaté protéines contenue dans la membrane
de I'enveloppe des plastes, expliquant ainsi lallsation plastidiale de 'ANR et de la LAR
De plus, la construction récente d’'une base de @éemde protéines plastidiales, AT_Chloro,
recense des protéines détis vinifera non identifiées orthologues aux facteurs de
transcription tArabidopsis thaliana(de type Myb-bHLH) (Ferreet al, 2010), ce qui nous
permet d’émettre I'’hypothése d’'une régulation goatscriptionnelle ou post-traductionnelle
de la LAR et de I'ANR dans les plastes. D’aprésaftom et al. (1992), la présence de
flavonoides et principalement de flavonols (démemttans ce travail par la localisation de la
LAR et de 'ANR) dans le noyau et les plastes setaectement reliée a la régulation de
I'expression de certains genes par les flavondiar8aet al en 1999, ont mis en évidence un
complexe anthocyane-ADN impliqué dans la protectiontre I'oxydation.

Au cours de la véraison, des protéines LAR et AS%Rt localisées en partie dans les
vésicules golgiennes et dans les parois cellulainess également dans le cytoplasme ou elles
sont associées a des structures fibrillaires, wScpar Amrani-Joutei (1993) pour étre des
fibrilles de cellulose. A ce stade, les celluleatsiches en dictyosomes, structures présentes
en grand nombre dans les cellules végétales. Lsepcé des protéines dans les vésicules
golgiennes marque la fin de la maturation des preteet le transport de celles-ci vers leur
site d’'activité, qui pourrait étre en partie lagiaau vu du grand nombre de particules d’or
détectées. En effet, les trois protéines sont ue&es en grand nombre dans les parois
cellulaires, évoquant pour la premiére fois la po® d’'une biosynthésén situ des sous-
unités flavanols ailleurs que dans le cytoplasmmme décrit par Winkeét al (2004) et
Jorgenseret al. (2005). Ces résultats sont confortés par la Isatitin pariétale des enzymes
situées en amont dans la voie de biosynthése dasylpihopanoides : la PAL, la C4H, la
4CL, la CHS et la CHI (Cheet al, 2006 ; Tianet al, 2008). Enfin, I'association des
protéines LAR et ANR aux structures fibrillairesupit conforter I'hypothese du transport
protéigue vers la paroi cellulaire. Ces structdiledgllaires, de par leur localisation dans des
vésicules golgiennes, pourraient étre composéegedenes et de cellulose puisque selon
Staehelin et Moore (1995) et Western (2006) I'apppale Golgi pourrait étre un site majeur
de synthése de glucides, notamment des hémicedkiketsdes pectines. Leur transport vers la
membrane plasmique se ferait dans des vésicules laoforme de polymeres hautement
méthylestérifies qui seraient ensuite insérés dangaroi cellulaire (Carpita et Gibeault,
1993 ; Linerset al, 1994).
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Ces résultats sont confirmeés par les observatibtenues sur les pellicules de baies a
maturité. A ce stade, les protéines sont localigkes les parois mais également dans le
cytoplasme des cellules en dégradation.

La localisation des protéines LAR et ANR, respoteslole la biosynthese des sous-
unités monomériques des tannins, ainsi que ledtaéswbtenus dans le chapitre précédent
concernant la localisation des tannins dans legpaciments intracellulaires et pariétaux de
la pellicule de raisin au cours de sa maturatitenyent 'hypotheése de la biosynthéaesitu
des tannins. Ainsi, dans la baie verte, la locatisades protéines LAR et ANR, au niveau des
organites de la cellule indiquerait une synthesedellulaire des tannins. Une partie de ces
tannins pourrait étre exportée dans les paroidgsamécanismes de transport vésiculaires et
membranaires. Au cours de la véraison, la LAR ANR sont présentes dans les deux
compartiments cellulaires : au niveau des vésicgltdgiennes et des structures fibrillaires
mais également dans les parois. Cette localisa#siculaire des enzymes permet d’émettre
I'hnypothése d’'un transport de ces protéines vargaroi. Ainsi, 'hypothése d’'une synthése
pariétale des tannins semblent étre étayée paresaliats. Enfin, & maturité, les teneurs en
tannins des vacuoles sont négligeables par rapdartichesse tannique de la paroi ce qui est

corrélé a la localisation de la LAR et de 'ANR.

L’évolution de la localisation des enzymes LAR ellR au cours de la maturation
de la pellicule du raisina travers les compartinten intracellulaire et pariétaux

confirmerait 'hypothése d’'une synthése in sitles tannins pariétaux.

Nos résultats apportent des informations nouvells Ila biosynthése et
I'accumulation des tannins dans la pellicule dessde raisin et complétent ceux de Winkel
et al (2004), Jorgensegt al. (2005), Cheret al (2006) et Tiaret al (2008).

Les enzymes de la voie de biosynthése des tanainsAR et 'ANR sont activées
précocement, dées le bouton floral (Gagriéal, 2009) et s’accumulent dans les vacuoles
durant la premiére phase de croissance activeales.lLa synthése intracellulaire des tannins
explique le stockage des tannins dans les vacwblen amas au niveau de la membrane
plasmique dans un premier temps. Les mécanismésumigort membranaire et vésiculaire

permettent 'adressage des tannins vers la pans dae seconde phase.
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Ensuite, au cours de la véraison, les enzymesaissent une seconde période
d’activation qui, malgré une diminution des tenetwmtales en tannins de la pellicule,
s’explique par une synthése des sous-unités fldsatems les parois cellulaires. Cependant,
nous avons vu précedemment que les dosages bigclEsne permettent pas d’extraire la
totalité des tannins pelliculaires et notamment t@snins pariétaux. Ainsi les résultats
obtenus en microcopie confocale ne montrent pasiimiaution de la détection de l'intensité
de l'autofluorescence des tannins pelliculairessnoaie évolution dans leur localisation. A ce
stade, les enzymes LAR et ANR sont exportées vesspharois cellulaires, accentuant
I'enrichissement en tannins de ces parois. La bib&se des tannins est alors cytoplasmique
et pariétale.

A maturité, les vacuoles s’appauvrissent en tannas profit des parois.
Complémentairement aux différents mécanismes despmt des tannins mis en place par la

cellule, la localisation pariétale des enzymesigupl les fortes teneurs en tannins pariétaux.

Ces données nouvelles complétent les donnéeodpiainiques. Ainsi, les enzymes
de la voie de biosynthése des flavonoides serdbmalisées sur la face cytosolique du
réticulum endoplasmique (RE) et organisées en cexepl multi-enzymatiques associés aux
enzymes du cytochrome P450 dont la cinnamate 4eRytirse, la flavonoide 3’-hydroxylase
et la flavonoide 3’,5’-hydroxylase (Winket al, 2004 ; Jorgensest al, 2005). L’assemblage
de ces complexes a la surface du RE serait asswirdes interactions protéines-protéines
(Winkel et al, 2004). Cette localisation permettrait de faerlit’acheminement des
flavonoides vers leurs lieux de stockage tels gseviacuoles, membranes plasmiques ou
paroi cellulaire (Amrani-Joutei, 1993) par un tpams$ membranaire. Cependant, certaines
enzymes de la voie de biosynthése des tanninsgaitgréent été co-localisées dans le noyau
et au niveau du tonoplaste (Winlalal, 2004 ; Saslowskgt al, 2005). Cette diversité dans
la localisation des complexes enzymatiques famlitd’acheminement ou le décalage de la
biosynthese des tannins en réponse a des exigehngsslogiques de la plante (Winket al.,
2004 ; Jorgenseet al, 2005). La localisation pariétale des enzymagies en amont dans la
voie de biosynthése des phénylpropanoides (PAL,, @4H., CHS et CHI) par Cheet al
(2006) et Tiaret al (2008), confortent nos résultats.
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Figure 57 : Schéma du modele de transport des flavonoides par des vesicules membranaires,
d’aprés Zhao et Dixon (2009) et localisation des enzymes de la voie de biosynthese des
phénylpropanoides.

Abrevigtions: AVI, nclusions vacuolaires contenart des anthocyanes ; PVC, Structures prévacuolaires ; FSV, vactioles
de stockage de pratcings ; TGN, résemu fravs-Golgien. PAL © phéwylalanine aommoa-lyase [ C4H, cimamate-4
fydracylase ; 4CL, dcomarate : coergyime A ligase ; CHI, chalcone isomérase ; CHS, chalcone synthase ; LARI,
leuc oanthocyanidine rédvctase 1} LARZ, leticoanthocyaniding rédhictase 2 ANR, anthacyaniding réductase.
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Pour résumer, selon les tannins considérés et ldacalisation définitive, leur
synthese serait assurée par des complexes enzyueilpcalisés a proximité de leurs sites
d’accumulation (Figure 57) :

- pour les tannins intracellulaires et une partieed tannins pariétaux au
cours de la premiere phase de croissance activeyldhése semblerait étre localisée
au niveau du complexe RE-noyau et des plastes

- pour les tannins pariétaux observés pendant lataration, I'hypothése

d’'une synthése in sitwlans la paroi semble étre privilégiée.

Ainsi, si la synthese et la localisation des tansi dans les parois semblent
confirmées, l'organisation de ces macromoléculesndale réseau polysaccharidique
pariétal reste méconnue. Le chapitre suivant a dgraur objectif d’étudier les mécanismes
d’évolution de la paroi cellulaire afin de vérifiersi les modifications structurales du

maillage polysaccharidique affectent 'agencememsdtannins dans la paroi.
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Chapitre 5 : Etude et localisation des mécanismes

impliqués dans la réor ganisation pariétale dela pellicule

Les résultats présentés dans les chapitres prdséaems ont permis de montrer que
les tannins pelliculaires pouvaient, d’une paré ébcalisés dans la paroi et d’autre part, étre
synthétisés directement dans ce compartiment aglulgrace a la présence des deux

derniéres enzymes connues de leur biosynthesé\Raet I'ANR).

Si nous pouvons maintenant admettre que cettdléad@ molécules puisse s’intégrer
dans le matériel pariétal, peu d’informations sannotre disposition pour comprendre
comment sont organisés les tannins dans le maiflagétal et quelles sont les conséquences
des mécanismes de I'évolution des parois sur litisgdion et 'agencement de ces molécules.
Pour pouvoir apporter des éléments nouveaux, i @osemblé indispensable de faire, pour la
premiere fois, une étude compléte de I'évolutionlalestructure pariétale des cellules de

pellicules en combinant trois approches :

- une approche transcriptomique et métabolomique estimer le niveau des activités
des enzymes impliquées dans les mécanismes daldégrapariétale,

- une approche microscopique pour évaluer les noadiibns structurales en compa-
raison des activités,

- une approche dimmunomarquage pour localiser dezymes pectolytiques et

observer leurs effets sur la structure pariétale.

Aprés un bref rappel bibliographique sur les mé&maes impliqués dans la dégradation
pariétale et la régulation des deux principalesyeres étudiées (la pectine méthyl estérase
(PME) et la polygalacturonase (PG)), les résultatscernant les activités, I'expression des
genes et leur localisation cellulaire seront préeet discutés en relation avec les observa-

tions microscopiques réalisées sur la structuriéade.
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I.  Rappels bibliographiques

La composition et la structure de la paroi cell@aihangent continuellement pendant
le développement de la cellule végétale impliquané série coordonnée de processus
biochimiques dont la biosynthése des composanta garoi cellulaire (pectines, cellulose,
hémicellulose) pendant la phase de croissance delllde puis leur dégradation pendant la

phase de maturation du fruit (Goulao, 2008).

Pendant la phase de croissance, I'épaisseur das pellulaires de I'épiderme externe
augmente et les parois des cellules hypodermigxtesnes s'épaississent considérablement
(Hardieet al, 1996). Au début de la véraison, le ramollissendlest pellicules de raisin est di
a I'hydratation et au gonflement des parois delilesl épidermiques et sous-épidermiques
tandis que la dégradation de la lamelle moyenns tanassises cellulaires sous-jacentes crée
un mouvement d’« ondulation » de la paroi cell@ajRajei, 1987 ; Huangt al, 2005).
Certaines cellules hypodermiques de ces assisése@@n cellules de la pulpe au cours du
développement de la baie de raisin. De nombrewaura (Fougére-Rifoet al, 1996 ; Ollat
et al, 2002 ; Huangt al.,, 2005), décrivent I'évolution des parois celltdsi en deux phases :
dans un premier temps, les parois des cellulesdgypuiques perdent leurs polysaccharides
mais maintiennent leur épaisseur puis, dans unngetemps, les parois s’affinent pour
devenir aussi fines que les parois des cellulesadpulpe. Ces changements structurels,
comme pour les autres fruits charnus, seraientiliéaction des enzymes de dégradation des

parois cellulaires.

Au cours de la maturation de la baie de raisidé@aéthyl-estérification des pectines a
lieu in muro par la Pectine Méthylestérase (PME) (Barnagbal, 2001). La diminution du
degré de méthylation semble augmenter les zones jafetions des chaines
homogalacturoniques par la formation d’intéractiates type «gg box» avec les ions
calcium (Rees, 1982). Le degré de méthylation nadulaccessibilité des pectines apparait
réguler l'activité d’enzymes impliquées dans le ofliessement du fruit dont l'activité
polygalacturonase (PG). Le transcrit du gpneea été identifié dans la pellicule de Cabernet
sauvignon et ce géne s’exprime de la fermeture@apg a la maturité avec une augmentation
de I'expression a maturité (Deytieekal, 2008). L'activité PME a été détectée par diffiése
auteurs dans tous les tissus de la baie : lexpleli de Muscat Gordo Blanco (Nunetnal,
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2001) a tous les stades de développement, le peiake 'Ugni blanc (Barnavoet al,
2001), la pulpe et la pellicule de Cabernet-saugfDeytieux, 2005 ; Deytieust al, 2008).
Chez le Cabernet sauvignon, cette activité chuterftent a la véraison dans les deux tissus,
puis augmente a nouveau. A maturité, l'activit¢ P& maximale dans la pellicule et
minimale dans la pulpe. Son expression tout au ldmgléveloppement et la diminution
constante du degré de méthylestérification desimatinsolubles étayent I'hypothese de

I'implication de la PME dans la maturation de laebde raisin (Barnavoetal., 2001).

Chez le raisin, les résultats des études concettzativité de la protéine PG sont trés
variables. En effet, Cabanne et Donéche (2001)rmaoritré une activité polygalacturonase
croissante au cours de la maturation de la baraid® de cépage Sauvignon alors que Nunan
et al. (2001) et Deytiewet al., (2008) n'ont pas détecté d'activite. Concernaexpression
des génepg, Deytieuxet al. (2008) ont caractérisé I'expression des transenfzgletVvpg2
dans la pellicule de baie de raisin de cépage @Gabsauvignon pgl est temporellement
exprimé avec le déclenchement de la véraison gloepg2 est exprimé uniqguement au stade
fermeture de grappe et un peu avant la récolter Appartenance a deux groupes distincts
souligne que ces deux protéines sont impliguées|es sont traduites, dans des mécanismes
physiologiques différents : pgl dans I'expansionigiale et pg2 dans la signalisation

cellulaire grace a la libération de résidus d’agdb/galacturonique, éliciteurs.
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.  Etude microscopique de l'ultrastructure des paroiscellulaires de la

pellicule au cours du développement

Afin d'étudier I'évolution de l'ultrastructure degarois cellulaires, I'épaisseur des
parois des cellules a été mesurée en des millegf@Eet 2009 (Figure 58). Ces mesures ont
été réalisées sur les parois tangentielles (PTadtles (PR) de I'épiderme (E) et des trois
premiéeres assises cellulaires de I'hypoderme (F21,HB). Pour chaque millésime, les stades
fermeture de grappe, 80% véraison et récolte antaéalysés. En 2009, les mesures ont
€galement été realisées sur un stade supplémemrtairgermeédiaire correspondant a un

prélevement 15 jours apres la fin de la véraison.

L'objectif est d’évaluer les modifications physegude la paroi en lien avec la texture

de la pellicule et en lien avec les activités enatygues de dégradation pelliculaire.

Figure 58 : Etude de 'ultrastiucture de la pellicule de raisin, sections pariétales mesurées.

B ! épiderme [ Hl : premiére assize cellulaire de Phypoderme [ HZ : seconde assise celhilaire de [ypoderme [ Hi
troisieme assise celluwlaire de Uippoderme [ PR E ! paroi rvadiale de épiderme [ PR HI ! parol radiale de Hi ; PRHZ
parol radigle de HZ ; PR H3 : parot radiale de H3 ; PT eR : paroi tangentielle externe de Vépiderme ; PT B : parol
tangentielle infeme de Uépiderme ; PTeHi | parai tangentielle externe de Hi ; PT (Hi ! parol tangentielle mteme de Hi; FT
eH2 : paroi tangerntielle exterme de HZ2 ; PTiH2 paroi fangentielle inferne de H2 ; PTeH3  parol fangentielle externe de H3
; PTIH3 parol fongentielle inteme de H3; N.B.: (PTiE + FTeHi) = FTE-HI; (FTiH! + PTeH2) = FTHIi-HZ; (PTiHZ +
FTeH3) = PTH2-H3, Echelle : I jim.
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1.1 Evolution de I'épaisseur des parois radiales des ftieules

La Figure 59 présente les résultats de I'évolutierf’épaisseur des parois radiales de

la pellicule au cours des deux millésimes étudiés.

BFRE EFRH1 OFRH: OPFRH3

2008

dpubisa ur (um)

EPRE BrRHL OMmH2 OrRHEZ

dpalspanr (um)
Il

Figure 59 : Etude de l'ultrasttucture de la pellicule de raism. Mesures de 1'épaiszeur des parois
cellulawres (jpum ) radiales, aux différents stades de développement de la baie etudiés : FG. fermeture de
grappe . V 80%, 80% véraizon ; Int3, veéraizon + 15 jours ; R, récolte, au cours des millésunes 2008 et

2009, fLes résuliats représentent la moyernme £ écart-type des mesures réalizées sur 16 sections avec 2 & 4 mesures par
SECEION.

Abhtéviations utilisées | E @ épiderme ; H1 @ premiére assise cellulaire de Uhypoderme [ H2 @ seconde assise cellulaire de Uhypodertn e ; H3 ¢ trodsiéme assise
cellilaire de Fhypoderme ; PR E : paroiradiale del'épiderme ; PR H1 : paroiradiale de H1 ;PR H2 : paroiradiale de H2 ;PR H3 : paroiradiale de H3.

L’évolution de I'épaisseur des parois est tres maniet malgré le grand nombre de
mesures (16 sections de pellicules ont été obsep@éer chaque stade et 2 a 4 mesures ont
éte réalisées pour chacune des sections), I'anatgsistique des valeurs par la méthode des
ecarts-types n’'a pas permis d’établir de différengignificatives. Par contre, I'établissement

des valeurs des p-values par le Test t de Studgrgrmis de laisser apparaitre une tendance
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générale pour les deux millésimes puisque I'éparsdes parois radiales semble augmenter
du stade fermeture de grappe a la fin de la vérgsits se stabiliser jusqu’a la récolte (Figure
59, Tableaux X et XI).

Ainsi pour 2008, au stade fermeture de grappeai&seur des parois radiales ne varie
pas, quelle que soit I'assise cellulaire étudiés@ntant des valeurs comprises entre 1,23 et
1,4 um. Au cours de la véraison, I'épaisseur senaalgmenter significativement sur
I'ensemble des quatre assises cellulaires (TestStddent, p-value = 0,014 au seu# 0,05,
Tableau XIl) par rapport au premier stade étudiéegtparois radiales des deux premiéeres
assises cellulaires sont plus épaisses (2,27 ug128t um) que celles des couches plus
profondes (1,77 et 1,84 um). A la récolte, I'épaissmoyenne des parois radiales reste
constante par rapport au stade précedent (Tesbtutient, p-value = 0,928 au sewi 0,05,
Tableau XII) avec une Iégére diminution de I'épaissde E et H1 (1,94 et 1,74 um) et une
|égére augmentation de celle de H2 et H3 (1,990& gm).

Tableau X : Epaisseur moyenne des parois cellulares, en pum, des quatre premiéres assises cellulaes de la
pellicule a différents stades de développement pour le millésime 2008 : fermeture de grappe (FG), 80%
véraizon et récolte. Pour chague stade, les moyennes représertent 2 & 4 mestires pourl o seciions ohservées. Les mayenres
SOREExXprINges aver leurs écarts-types.

Abréviations ufilisées | E : épiderme [ HI @ premiére assise cellulaive de [hypoderme ; H2 © seconde assise cellulare de Vhypoderme [ H : froisiéme assise
cellulaire de V'hypoderme ; FRE : parci radiale de ] 'épiderme | FR HI : paroi radiale de HI ;| FR HZ : parci radiale de H2 | FR H? : parci radiale de H7 ; FT
E-HI : paroifangenficlleenfre Fef HI ; FT HI-H2 : paroi fangenfielle enfre Hl ef H2 ;| PT H2-H? | parol fangenfielle enfre H2 of Fi3.

FG 80% Veéraison Récolte
Paroi Epaigseur Epaisseur Epaiggeur
i Oyenne fcart typs i Oyenne fcart-typs s oyenne £ écarttypa
PRE 1.3 +0.56 2274082 1.94 +0%4
PR HI1 1.27 £0,69 223+£1,15 L.74 +£108
PR H2 1,23 +0.82 1, 7754155 1.99 +162
PR H3 141 +169 1.84 £165 2,06 £13
PT E-H1 1.55 042 2.62 £0,96 1.95 +0,57
PTHI-H2 2.32 £071 3537144 249 +07
PTH2-H3 2,73 087 3.88 £148 2.71 £09
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Tableau X1 : Epaisseur moyenne des parois cellulaires, en pm, des quatre premiéres assiges cellulaires de la
pellicule a différents stades de développement pour le millésime 2009 : fermeture de grappe (FG), 80%
veraizon, 100% véraigon et récolte. Pour chaque stade, les mayerues représeritent 2 & 4 mestires pourl Gsections

observées. Les mayernnes sont exprinées avee letrs écarts-types.

Abréviations utidlisées : E ¢ épiderme ; H @ premiére assize cellulaire de Uhypoderme  H2 0 seconde assize cellulaire de Uhypodenme | HI ¢ trodsiéme agasise
cellulaite de 'hypodetme , FRE ©paroiradiale de Uépiderme ;PR HI : paroiradiale de H1 ;PR H2 : paroiradiale de H2 ;PR H3I : paroiradiale de H3 ;PTE-H1 :
paroitangentielle entre E et H1 ; PT H1-HZ : paroi tangentielle entre H1 etH2Z PT HZ-H3 : paroi tangentielle entre H2 et H3.

80%

104%%

FG — rroe Récolte
Véraison Véraison

: Epaigseur Epaisgzeur Epaiggeur Epaigzeur

Paroi m oyetine £ Ecart- moyentie £ fcart- moyenne £ écatt: mooyetie £ éoatt-
type tyrpe type type

PRE 1,18 +047 1,36 £045 1.87 + 0,66 143 05
PR H1 0.2 £0,55 1.2 +052% 1.58 £078 156 072
PR H2 0,08 0,94 14 1 1.36 £0.78 1.53 0772
PR H3 0,13 +1,.09 155 1726 1.69 £1.28 111 05
PTE-H1 1.84 +0,52 1.85 048 1.76 £048 1.39 0,38
PTHI-HZ 2.66 £0.83 24607 217 063 1.75 053
PTH2-H3 2.85 £098 288 £1.335 2,23 064 1.74 +058

Tableau XII : Valeurs des p-values déterminées par le Test$tddent pour les parois radiales des
pellicules du millésime 2008 au sediE 0,05. En italique, les moyennes + écarts-types4lassises
cellulaires en um. En rouge, valeurs reflétant diférences significatives avec un risque d’erreur

inférieur a 5%.

Millésime FG V 80% R
2008 1,303 + 0,095 1,947 + 0,248 1,93 +0,168
FG - 0,014 0,005
V 80% 0,014 0,928
R 0,005 0,928 =

Pour le millésime 2009, I'évolution de I'épaisselas parois radiales est similaire a
celle de 2008 avec une augmentation significatiggi’a véraison (Test t de Student, p-value
= 0,0003 au seuir = 0,05, Tableau XIll) et une stabilisation jusquearécolte. Au stade
fermeture de grappe, I'épaisseur des parois rad@ddel’épiderme (1,18 pum) est largement
supérieure a celle de H1, H2, H3 (0,2 ; 0,08 ; ub3) alors qu’'au cours de la véraison,

I'épaisseur des parois radiales de I'hypoderme amgenconsidérablement (1,2 ; 1,4; 1,55
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um) et devient équivalente a celle de I'épiderm&gJum). Deux semaines apres véraison,
I'épaississement se poursuit pour les parois deHe gar rapport a celles des couches
cellulaires plus profondes. A la récolte, I'épaigssdes parois radiales diminue légerement
mais ne differe pas significativement des deuxestgaécédents (Test t de Student, p-value =
0,93 et 0 au seudl = 0,458, tableau XiIII).

Tableau XIll : Valeurs des p-values déterminées par le TestStddent pour les parois radiales des
pellicules du millésime 2009 au seuwik 0,05. En italique, les moyennes + écarts-types4lassises
cellulaires en um. En rouge, valeurs reflétant diférences significatives avec un risque d’erreur
inférieur a 5%.

Millésime FG V 80% Int3 R
2009 0,137 + 0,06 1,383 +0,176 1,543 + 0,163 1,4 +0,252
FG - 0,0003 0,0002 0,001
V 80% 0,0003 - 0,318 0,930
Int 3 0,0002 0,318 - 0,458
R 0,001 0,930 0,458 -

En comparant 2008 et 2009, les parois radiales pekicules 2008 sont
significativement plus épaisses que celles du smié 2009 (Tableau XIV) puisqu’ au cours
du développement des baies, I'épaisseur des pavoise entre 1,303 um et 1, 947 um en
2008 et entre 0,137 pm et 1,543 pm en 2009.

Tableau XIV : Valeurs des p-values déterminées par le TestStddent pour les parois radiales des
pellicules du millésime 2008 et 2009 au seui 0,05. En italique, les moyennes + écarts-types4d
assises cellulaires en um. En rouge, valeurs aetiéles différences significatives avec un risque
d’erreur inférieur a 5%.

FG 2008 V 80% 2008 R 2008

FG 2009 <0,0001 0 <0,0001
V 80% 2009 0,526 0,033 0,018
Int 3 2009 0,097 0,020 0,048
R 2009 0,528 0,055 0,038
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1.2 Evolution de I'épaisseur des parois tangentielleses pellicules

De maniére générale, pour les deux millésimes ié&tud’épaisseur des parois
tangentielles des cellules de la pellicule augmdatant la phase de croissance végétative et

diminue durant la phase de maturation.

La Figure 60 montre que pour chacun des stadeiésten 2008, I'épaisseur des
parois augmente de I'extérieur vers l'intérieuradaie. Les parois tangentielles H2-H3 sont
toujours plus épaisses que H1-H2, elles mémes piyortantes que E-H1. De plus,
I'épaisseur des parois entre chaque assise ceflldagmente significativement entre le stade
fermeture de grappe et fin de la véraison (Test$uident, p-value = 0,043 au seu#t 0,05,
Tableau XV), I'épaisseur moyenne des parois tanges augmentant de prés de 50%. Par
contre, au cours de la maturation, les parois tatigjkes s’affinent significativement (Test t
de Student, p-value = 0,027 au sewit 0,05, Tableau XV) pour atteindre une épaisseur

moyenne de 2,6 um, semblable a celle du premide studie.

Tableau XV : Valeurs des p-values déterminées par le TestStddent pour les parois tangentielles
des pellicules du millésime 2008 au seuiF 0,05. En italique, les moyennes * écarts-types 41
assises cellulaires en um. En rouge, valeurs astiées différences significatives avec un risque
d’erreur inférieur a 5%.

Millésime FG V 80% R
2008 2,525 +0,29 3,725 + 0,219 2,6 +0,156
FG - 0,043 0,778
V 80% 0,043 - 0,027
R 0,778 0,027 -

Les parois tangentielles des pellicules des baiesmdlésime 2009 (Figure 60)
présentent les mémes caractéristiques que cell28aB Pour chaque stade étudié, les parois
tangentielles des assises cellulaires les plusopdels sont plus épaisses que celles des
couches cellulaires superficielles. Néanmoins, awrsc du millésime 2009, I'évolution de
l'ultrastructure générale des parois est moins mégqqu’'en 2008. En effet, les parois,
épaisses au début du développement (2,755 umijinstaf durant la phase de maturation
avec une perte significative de pres de 40% d'épais(Test t de Student, p-value = 0,009 au
seuilo = 0,05, Tableau XVI).

169



Chapitre 5 : Etude et localisation des mécanismesigmés dans la réorganisation pariétale de la joelle

6 EFTEH1L EPTHIHZ OPFTHAH3

dpulwaur (pm)
[*] o,

]

F& VEO% R

G BFTEH1L BPTHI-H: OPTHZH3

L83
=
=
=]

dpalspa ur (pm)

Figure 60 : Etude de l'ultrastructure de la pellicule de raisin. Mesures de 1'épaisseur des parois
cellulaires (jum ) tangentielles, aux ditférents stades de développement de la baie étudiés : FG, fermeture
de grappe ; V 80%, 80% véraizon ; Int3, véraison + 15 jours ; R, récolte, au cowrs des millésimes 2008 et

2009. lLes resultats représentent la moyerne + écart-iype des mesures réalisées sur 16 sections avee 2 ¢ 4 mesures par
section.

Abréviations wtilisées | E ¢ épiderme ; H1 o premiére assize cellulaire de Uhypoderme ; HZ | seconde assise cellulaire de Uhypodenme , H3 | troisiéme assise

cellulaire de 'hypoderme ; FT E-H1 © paroi tangentielle entre E et H1; PT H1-HZ : paroi tangentielle entre H1 et H2 ; FT HZ-H3 : paroi tangentielle entre H2
etH3.
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Tableau XVI : Valeurs des p-values déterminées par le TestStddent pour les parois tangentielles
des pellicules du millésime 2009 au seuit 0,05. En italique, les moyennes * écarts-types 4
assises cellulaires en um. En rouge, valeurs astiées différences significatives avec un risque
d’erreur inférieur & 5%.

Millésime FG V 80% Int 3 R
2009 2,755 + 0,134 2,67 £0,297 2,240,042 1,747+ 0,007
FG - 0,748 0,031 0,009
V 80% 0,748 - 0,157 0,048
Int 3 0,031 0,157 - 0,004
R 0,009 0,048 0,004 -

Comme pour les parois radiales, les parois tangleadides pellicules de 2008 sont
plus épaisses que celles du millésime 2009. Aiesi,2008, I'épaisseur pour les quatre
premiéres assises cellulaires varie entre 2,5257@5 um tandis qu’en 2009, elle fluctue
entre 1,747 et 2,755 um. Ces résultats sont coédipar les tests statistiques (Tableau XVII).

Tableau XVII : Valeurs des p-values déterminées par le Tese tStudent pour les parois
tangentielles des pellicules du millésime 2008@%au seuit. = 0,05. En italique, les moyennes +
écarts-types des 4 assises cellulaires en um. ige rovaleurs reflétant des différences significativ
avec un risque d’erreur inférieur a 5%.

FG 2008 V 80% 2008 R 2008

FG 2009 0,0416 0,033 0,398
V 80% 2009 0,67 0,056 0,796
Int 3 2009 0,257 0,011 0,073
R 2009 0,063 0,006 0,016
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1.3 Discussion

L'étude de l'ultrastructure des parois de pellisutdes baies de raisin a révélé une
augmentation de I'épaisseur des parois, de lavzate a la véraison, liée a une augmentation
a la fois, des parois radiales et tangentielleapi®s Rajei (1987) et Huamyg al. (2005), ce
phénomene s’expliquerait par I'hnydratation des ipades cellules épidermiques et sous-
épidermiques entrainant leur gonflement. Ces asitent également décrit un mouvement
parallele d’ondulation de la paroi cellulaire lidaadégradation de la lamelle moyenne dans
les assises cellulaires sous-jacentes qui powméiainer une modification de I'orientation des
feuillets polysaccharidiques et ainsi augmenter vidume. Nous avons confirmé ce
phénomeéne dans notre étude (Figure 61) en obsateardndulations trés marquées au stade

fin véraison.

Notre étude confirme aussi que I'épiderme et lanpere assise cellulaire de
I'hypoderme présentent des parois radiales plussgmque les autres assises et ce, jusqu’a
la récolte. Cette différence d’épaisseur peut digupr par les mécanismes de croissance
cellulaire qui different au cours du développement qui exerceraient des pressions
différentes sur les parois en fonction de la prdéam des assises. Ainsi, avant la floraison,
I'épiderme de l'ovaire se compose de cellules aipaminces qui forment la surface
extérieure du gynéceée. L'organisation longitudindés cellules épidermiques est orientée
parallelement a l'axe long du pistil. Apres la #mon, I'élargissement du pistil est
accompagné par une vague de divisions anticlirddescellules de I'épiderme qui présentent
alors une forme cubique (Considine et Knox, 19791@#81) avec des parois minces et
d’épaisseur équivalente sur toutes les surfacds dellule. Au cours de la premiére phase de
croissance active, la taille de la baie augmenteaBon d'une premiére étape de
multiplication cellulaire puis d’'une seconde phasadant laquelle le taux de multiplication
des cellules diminue laissant place a des phénanéee grandissement cellulaire. Ce
mécanisme de transformation des cellules de I'hgpuod en cellule de pulpe exerce alors une
pression sur les parois longitudinales ce qui pgaeoprioritairement leur amincissement
(Fougere-Rifotet al. 1996). Ainsi, avant la véraison, les cellules lgpiderme et de
I'hypoderme externe possedent des parois (radelengentielles) tres épaisses et riches en
polysaccharides par opposition aux parois desleslide I'hypoderme profond, qui dans un
premier temps perdent des polysaccharides toubesecvant leur épaisseur, puis deviennent
fines et peu polysaccharidiques pour évoluer enleslde pulpe (Fougere-Rifet al, 1996).
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Figure 61 : Evolution de I'ultrastructure des pellicules de baies de Cabernet-sauvignon, en microscopie

électronique en transmission, a différents stades de développement : (A) fermeture de grappe. (B, C)
80% véraizon et (D) récolte.

Abréviations : Cuf, cuficule [ F, parol cellulaire | B, épiderme ; Hi, premiére assise cellwlaire de Vhypoderme [ H2, seconde assize cellulaive de
Ihppoderme ;) H3, frofsiéme assize cellulaire de Uhypoderme. BEchelle: A, © D 2pm B OS5 um.
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Au cours de la maturation (seconde phase de crmissactive), les cellules ne se
divisent plus : elles s’allongent, ce qui modifierhorphologie des cellules de I'épiderme : les
cellules épidermiques sont rectangulaires et paugek tangentiellement que radialement
(Alleweldt et al, 1981). Les mécanismes de pression exerces ggeaison sont accentués

pendant cette derniere phase.

A linverse, nous avons également noté que lesipamngentielles des cellules
hypodermiques étaient plus épaisses que cellesaledes épidermiques. Ces observations
sont avec accord avec les résultats précédentougefe-Rifotet al, 1996 ; Ollatet al,
2002 ; Huanget al, 2005 . Ces différents auteurs ont largementitdé&volution des parois
cellulaires hypodermiques qui débute au cours aedessance de la baie verte par une perte
en polysaccharides tout en conservant leur épaigseis dans un second temps qui s’affinent

pour devenir aussi fines que les parois des csllildela pulpe.

Les différences d’épaisseur entre les millésimesgeat s’expliquer par les conditions
climatiques différentes. En effet, les conditiotisnatiques en 2009 (été sec et chaud), trés
différentes de celles de 2007 et 2008, pourrai¢m Eesponsables d’'un stress hydrique,
augmentant ainsi les teneurs en ABA des baies (@atmsi et al. 2006). Les travaux de
Deytieux en 2005, montre que I'ABA et I'AIA (acidéndole-3-acétique) agissent
simultanément dans la maturation des baies denrdisrsque les teneurs en ABA sont
élevées, les teneurs en AIA sont faibles et inveesg. L'AIA est une auxine naturelle
couramment rencontrée chez les végétaux et im@igiads I'élongation cellulaire selon la
théorie de la croissance acide (Rayle et ClelaB82): en présence d’'auxines, les cellules
excréetent des protons dans l'apoplasme des pamtisimant une diminution du pH
apoplastique et activant des enzymes impliquées kiaxpansion pariétale (ex : expansines).
Dans ses travaux, Deytieux (2005) a montré queptepexogéne d’ABA inhibe l'activité de
la PME et que I'apport exogene d’AlA régule postivent I'expression de la PME. L'effet
positif de I'AlA sur la PME a également été déménthez la fraise (Aharoset al, 2002). Or
la dégradation des pectines par la PG n’est pesgilhprés leur déméthylation par la PME.
Dans notre étude, de la fin de véraison a la nmatugs parois radiales et tangentielles des
baies de 2008 sont plus épaisses que celles deslesl du millésime 2009 ce qui peut étre
du a une modification de la régulation des actviRME et PG via I'équilibre hormonal.

Ainsi, en 2008, alors que I'été a été frais et hderfavorisant les mécanismes de croissance et
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I'absence de stress hydrique, les teneurs en AtAient été importantes permettant ainsi un
épaississement des parois lié au grandissemenilabedl plus intense au cours de la
croissance végeétative. Au contraire, en 2009, deslitions climatiques chaudes et seches ont
entrainé un stress hydrique suffisant pour augmeigaificativement les teneurs en ABA et
ainsi limiter I'expansion pariétale en inhibant egtivités des enzymes impliquées dans la

réorganisation de la paroi au cours de la croissaagétative.

Ces observations ont permis d’évaluer les modificas structurales des parois
cellulaires de la pellicule au cours du développearhée la baie. L'épaisseur des parois est
liée au stade de développement et aux pressionségs lors des phases de croissance mais
dépend également des conditions climatiques et noteent de I'état hydrique de la plante
qui, via I'équilibre hormonal (ABA/AIA) semble étrein facteur clé dans la régulation des

mécanismes impliqués lors de I'arrangement du megje pariétal.

.  Etude de l'activité et de I'expression des enzymete dégradation des
parois cellulaires (PG et PME)

Afin de mieux comprendre les mécanismes impligisgss I'évolution structurale des
parois cellulaires de la pellicule de raisin, nawsns étudié deux enzymes responsables de
cette dégradation : la PME et la PG.

L’étude de I'expression des génes codant poudeas enzymes/VWPME etVWG1, a
été réalisée sur les pellicules des baies de Caibsanvignon prélevées au cours des
millésimes 2007, 2008 et 2009. L'étude de I'acivRME a été conduite sur les mémes
échantillons, malheureusement le dosage de l'&etiiAG n'a pas pu étre realisé, les

protocoles ne permettant pas d’obtenir des resukggiroductibles.

Afin de préciser le role de ces enzymes dans Idm des parois, nous avons
entrepris, la localisation par immunomarquage a Bm microscopie électronique, des
protéines PME et PG1. Pour valider la localisatioe la protéine PME, des

immunomarquages ont été réalisés avec des antispguifiqgues des pectines déméthylées :
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JIM 5 et JIM 7 (JIM5 marquant les pectines faiblemenéthylées, JIM7 marquant les

pectines fortement méthylées).

.1 Activité PME

La Figure 62 présente les activitts PME pour less trmillésimes (2007, 2008 et
2009). 2007 et 2008, présentent des profils simai l'activité augmente pendant la
premiére période de la seconde phase de croisgéamice FG et mi véraison) puis diminue au
cours de la fin véraison pour se stabiliser pentdamtaturation. En 2009, I'activité PME n’est
pas détectée avant la fin de la véraison. Pou8 ledlésimes étudiés, a la récolte, les valeurs

mesurées sont tres faibles.

Le niveau d’activité est similaire pour les troisnaes, il fluctue entre 0,1 et 0,3
nkatal.g* de matiére fraiche (MF) hormis pour le millésin@9& ou I'activité présente un pic

une semaine avant la récolte (0,65 nkatatig MF).

1.2 Suivi de I'expression deVvPME

Pour les trois millésimes étudiés, le gdh®ME est exprimé dans la baie verte, au
cours de la véraison et a la récolte. Il est égatdgraxprimé au cours de la maturation pour les
millésimes 2007 et 2009 (Figure 62)

En 2007, le transcrit du geiMyPME est détecté au stade fermeture de grappe, dans la
seconde phase du changement de couleur de laabagmurs de la maturation ainsi qu'a la
récolte. Le profil d’expression de ce géne augmgrggu’a mi-véraison puis diminue jusqu’a
la fin de la véraison. L’expression se stabilissuite lors de la maturation et réaugmente a la

récolte.

En 2008, le gengvPMEest exprimé du stade fermeture de grappe a finsatrapuis
son expression est quasi nulle au cours de la atainrpour étre de nouveau détectée a la
récolte. De la méme maniere qu’en 2007, I'expressiogmente en début de développement
puis diminue jusqu’'a fin véraison pour devenir aullLe transcrit est de nouveau détecté 2

semaines avant la récolte et connait un secondigipression a la récolte.
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Figure 62 : Evolution de |'activité PME, exprimée en nkat.g! de matiére fraiche (MF) et de |’ expression
de TwWPME et VwPGI, exprunée en unités arbitraires (UA) dans leg pellicules des baies de Cabernet-
gauvignon, au cours de leur développement en 2007, 2008 et 2009. Les résultats représentert la mayenne £ écart-

fype de trois répétitions mdependantes. Les résultats de Dexpression sont normalisés par rapport & Dexpression des génes UET
et BRI,
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En 2009, VVPME est détecté a tous les stades du développemedig£tuSon
expression augmente jusqu’a fin véraison puis dieidurant la maturation de la baie et

réaugmente trois semaines avant la récolte poundende nouveau.

Les niveaux d’expression des millésimes 2007 @92€bnt similaires (entre 1 et 2
UA) alors que ceux de 2008 sont largement supéridyb a 6,5 UA).

1.3 Suivi de I'expression de/vPG1

Les profils d’expression du genéw Gl different chaque année et son niveau

d’expression est faible (Figure 62).

En 2007, le transcrivPG1 est détecté dans la baie verte, en fin desgéraau cours
de la maturation et a la récolte. Son expressigmauate de la fermeture de grappe a la fin
véraison, est nulle en début de maturation, puldeiment détectée en fin de la seconde phase

de croissance active pour augmenter a nouveau'guksgrécolte.

En 2008 VWPG1 est faiblement transcrit au stade fermeturgrdpepe. Son expression
augmente jusqu’au début de la véraison, diminueoaus de la maturation puis réaugmente a

la récolte.

En 2009, le gen@wWG1 est exprimé de maniére constante au coursvaliogg@ement

de la baie.

.4 Discussion

Cette étude a permis de caractériser I'activitdadPME et I'expression des genes
VVPME et VWPG] enzymes impliquées dans la dégradation des paadiis de mieux

comprendre I'évolution de la structure pariétale.

Pour les millésimes 2007 et 2008, I'expressiorgéneVvPME peut étre corrélée au
profil de la courbe d’activité de I'enzyme : augrtegion de I'expression et de I'activité avant
et au début du changement de couleur puis exprestiactivité constantes pendant la

seconde période de maturation. Pour le millésin® 20activité n’est détectée que durant la
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maturation alors que le gene est exprimé a tousthdes de développement. Ces résultats
contradictoires selon les millésimes montrent camhies activités peuvent étre sensibles a
différents parametres comme les conditions clinugs) le cépage ou les conditions
culturales. En effet, dans la bibliographie, lesges rapportées sur le métabolisme de la
PME sont tres divers et parfois contradictoiresapes Nunaret al, (2001), la PME est
active a tous les stades de développement dapellesules de Muscat Gordo Blanco alors
que d’aprés Deytieuat al. (2008) cette activité chute fortement a la vémajigmuis augmente

a nouveau pour étre maximale a maturité chez le@absauvignon. Dans tous les cas, nous
retrouvons l'activité PME aux moments ou les pasamblent le plus évoluer (juste avant la
reprise de croissance des baies et pendant la ghak&but de ramollissement du fruit). Ainsi,
nos résultats confortent l'idée que la PME est aneyme clé, intervenant au début des
mécanismes de modification pariétale en agissanturo sur la démeéthyl-estérification des
pectines, comme l'ont déja décrit Barnawetnal. (2001). Ainsi, la diminution du degré de
méthylation semblerait augmenter les zones de immetdes chaines homogalacturoniques
par la formation d’intéractions de typeegg box» avec les ions calcium (Rees, 1982) et le
degré de méthylation modulant l'accessibilité destipes, pourrait par la suite réguler
'activité d’enzymes impliguées dans le ramolliseain du fruit dont [lactivité

polygalacturonase (PG).

L’expression du gen€vPGL1 est, pour tous les millésimes, détectée digsesgconde
phase de croissance active des baies. Son expressiin de véraison est concordante avec
les données de la bibliographie (Deytiatal, 2008) . De plus, son expression au cours de la
maturation confirmerait son implication dans I'erp@an pariétale. D’apres Fisher et Bennet
(1991), lI'action de la PME serait préalable a cekela PG en rendant le substrat de cette
derniere plus accessible. Ainsi, [lactivite PG #eralépendante du degré de
méthylestérification des pectines et serait d’aupdns forte que le degré de méthylation est
faible. La PG catalyserait les réactions dhydrelydes unités et des chaines d’acides

galacturoniques induisant la désorganisation dilagai pectique.

Nos résultats confirment les hypothéses de Fish&ennet (1991), selon lesquelles
ces deux enzymes agiraient en synergie. Ainsi @mldge de I'expression dé&WPG1l par
rapport a la PME se justifierait par I'action deteeenzyme sur les pectines déméthylées. Au

cours de la premiére phase de développement daidade raisin, les pectines pariétales
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seraient déméthylées par la PME. Durant la secpheee de croissance, I'action de la PME
se prolongerait rendant les sites d'action de la, B&S chaines polygalacturoniques,

accessibles a I'hydrolyse, permettant ainsi la dgsosation du maillage pectique.

En 2009, l'activité PME n’est pas détectée dudanpremiére phase de croissance
active ni au cours de la véraison. Les conditidimatiques en 2009 (été sec et chaud), trés
différentes de celles de 2007 et 2008, pourrai¢m® Eesponsables d’'un stress hydrique,
augmentant ainsi les teneurs en ABA des baies (@atnsi et al. 2006) et inhibant I'activité
de la PME (Deytieux, 2005). Par conséquent, liittih de la PME aurait limité la
déméthylation des pectines et donc I'hydrolyse dbsines polygalacturoniques qui
conduisent a la perte polysaccharidique des papeasnettant le relachement du maillage
pectique observé entre la fin de la croissancetaéigé et le début de la maturation. Par
contre, l'activité PME est détectée en fin de phdsenaturation parallelement a I'expression
du géne de la PG fragilisant le maillage pectiguaimrsi la diminution de I'épaisseur des

parois.

Ainsi, si I'on compare ces résultats a I'évolutiode la structure des parois,
I'épaississement des parois du stade fermeture dppe a la fin de la véraison pourrait
s’expliquer en partie par I'action de la PME qui eseule a agir pendant cette période. Par
son action de déméthylestérification des chainesnlogalacturoniques, la PME libérerait
des groupements carboxyles qui interagiraient aves ions calcium et créeraient un gel
pectique entrainant un épaississement et un rentanent de la paroi étayé par des dépbts
de callose et de lignine (Carpin_et.aR001 ; Dunand_et aJ 2002). Par la suite, la perte
d’épaisseur pariétale observée au cours de la mation semblerait étre corrélée avec
l'activité et I'expression concomitantes de la PM& de la PG. En effet, la PME en
déméthylant les pectines libére des groupementbaryles qui deviennent accessibles a la
PG. Les enzymes PG entreraient alors en compétitgac les ions calcium pour hydrolyser
les unités et les chaines galacturoniques des hoatacfuronanes. La digestion du réseau
pectique par I'action combinée de ces deux enzypersnettrait 'amincissement des parois

cellulaires.
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IV. Localisation des enzymes PME et PG

Si les modes d’action de ces deux enzymes onttéigé chez la vigne, leur localisation
cellulaire n’a, a ce jour, pas été réalisée. PalPNE, les seules études disponibles sont des
études d'immunoempreinte permettant une localisdigsulaire sur I'orange, la tomate et le
citron (Christenseret al, 1998 ; Blumeret al, 1999 ; Nielsen et Christensen, 2002). Ces
études ont été complétées recemment par les tramaiuxa pomme de Guillemiet al,
(2008). La localisation de la PME dans les pareicéllules de pomme a été confirmée par
un marquage des pectines fortement méthylées, 'aaticbrps JIM7 : le marquage de
pectines fortement méthylées décroit en présencia geotéine PME. CheArabidopsis
thaliana, Verhertbruggeret al (2009), confirment la spécificité des anticorpgsnenerciaux
JIM5 et JIM7, marquant respectivement les pectfadgdement et fortement méthylées pour
évaluer la dégradation du maillage pectique peantthinsi d'utiliser des anticorps pour

valider I'activité de la PME.

Concernant la protéine PG, sa localisation cellelai été réalisée uniquement chez la
plante a fleuZinnia elegangNakashimaet al.,2004).

C’est dans ce contexte scientifique que la lociisades protéines PME et PG a été
entreprise sur les pellicules de baie de Cabemetignon dans le but de mieux comprendre
leur mode d’action et de le relier a I'évolutiomusturale des parois. Pour compléter ces
résultats, 'immunomarquage des produits de latigaade la PME a été réalisée avec les

anticorps primaires JIM5 et JIM7.
Les marquages ont été réalisés a trois stadesvedogpement : fermeture de grappe, fin

véraison et récolte du milléesime 2008 ; et répéte2009 pour valider les résultats. Seuls les

clichés des baies issues du millésime 2008 sorseptés dans ce manuscrit.
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V.1 Localisation de la protéine PME

Selon le stade étudié, la localisation de la pnet&arie :

(ODans les pellicules de baies vertes, peu de pegéPME ont été détectées. les
protéines sont localisées dans le noyau (FigurA,@ et C) des cellules épidermiques mais

eégalement dans les parois des trois premiéreseasstiulaires de la pellicule (Figure B3.

O Fin véraison, la détection des protéines PMErgefizent augmenté et est important
dans les parois des cellules épidermiques et hypogees (les trois premieres assises)
(Figure 63E, E, G etH). Un grand nombre de protéines associées a desusts fibrillaires
est détecté dans le cytoplasme (Figure B3t G), ainsi qu’au niveau des vésicules
d’exocytose (Figure 6Bl etG).

OA maturité, le matériel cellulaire est en dégéséeace. Quelques particules sont
localisées dans les cellules au niveau de vési¢blgare 63|) ainsi que dans le cytoplasme
(Figure 63J).

V.2 Localisation de la protéine PG

De la méme maniere que la protéine PME, la pretéi® a été localisée aux trois

stades de développement étudiés (Figure 64).

Dans les cellules des baies vertes, la protéina Bté localisée dans le noyau (Figure
64 A), dans le cytoplasme (Figure B4etC) ainsi que dans I'espace périplasmigue associée a

la membrane plasmique (Figure G}

En fin de véraison, les protéines PG sont locadiskans des vésicules a proximité des
appareils de Golgi (Figure 6B) ainsi que dans les vacuoles libres ou associédssa

structures fibrillaires (Figure 68 etF).

A maturité, quelques protéines sont détectées aoytoplasme et dans les vacuoles
(Figure 64G et]) mais la majorité est localisée dans les parassogdiules et ce quelle que
soit I'assise cellulaire observée (Figure®4H etl).
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JRE
Figure 63 : Localization de la protéine PME, par mnmunomarquage couplé a ['or en microzcopie
électronique en transmission, dang les pellicules de baies de Cabernet-ganvignon a différents stades de
développement : (A. B, C, D) fermeture de grappe. (E. F. G. H) fin veéraison et (I. J) récolte. Les particules

dor (digmetre & nm) représentent la proiéine PME.
Abréviations: P, parol cellulaire ; PT B-HI, paroi femgenticlle | B, épiderme ; H1-2, 17 ef 2% assise cellulare de hypoderme [ Cpf, cpfoplasme,; N nopau; My
rucléole ; F sfructures fibrillaires | Ve, vésicules, Fac, vacwole, T, fapiins, Echelle B Jum ; A F: QSpm; DH G I 200mm; B O IJ00wm
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Figure 64 : Localization de la protéine PG, par immunomarguage couplé a 'or en microscopie
électronique en transmisgion, dang les pellicules de baies de Cabernet-sauvignon a diftérents stades de
développement : (A, B, C, D) termeture de grappe, (E. F, G) fin véraizon et (H, I) récolte. Les particudes
d’or (digmeétre O nm) repreésentent la proié e PG.

Abréviafions: P, parci cellildaire ; Cyf, cyfoplasme ; Ny, noyad | Mp, membrane plasmique | MJJ" mitochowdrie ; FI, plasfes ; G, golg | F sfrucfures
Sibrillatres ) Fes, vésicules | Vac, vacucle, T, favvins, Echelle: A B C DV E F G I:200um  H: I00am
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V.3 Localisation des pectines diversement méthylées

Les anticorps JIM5 et JIM7 marquent respectivenlest pectines faiblement et
fortement méthylées. Les observations menées sutrdés stades de développement ont

permis d’observer différents degrés de déméthylates pectines (Figure 65 et 66).

Dans la baie verte, seuls les anticorps JIM5 gwésents dans les parois et dans
I'espace périplasmique associés a des fibrillegu(fei 65A).

En fin de véraison, le nombre de particules JIMigre 65B etC) et JIM7 (figure 66
A, B etC) est important. Elles sont essentiellement loéaksdans les parois cellulaires mais
également, et surtout pour JIM7, au niveau deststres fibrillaires dans les cellules.

A maturité, la localisation des particules d’ocaenaissant les anticorps primaires
JIM5 et JIM7 est similaire a celle du stade finargéon, mais le nombre de grains d’or est plus

faible, traduisant une quantité plus faible de ipestméthylées.

V.4 Discussion

Notre travail a permis, pour la premiére fois,|dealiser les protéines PME et PG
chez la Vigne et en particulier dans les cellulespdllicules de baie. Selon les stades, la
localisation varie (noyau, cytoplasme, veésiculearop) en relation avec I'expression et
I'activité de ces enzymes. Ces résultats compldentétudes précédentes menées sur les
fleurs et les fruits d'orange, de pomme, de tonettale citron qui avaient montré une
localisation pariétale des enzymes PME et PG damsgéricarpe, la pulpe ou les pépins
(Christenseret al, 1998 ; Blumet al, 2000 ; Nielsen et Christensen, 2002 ; Nakashatna
al., 2004 ; Guillemiret al, 2008).

La premiére phase de croissance active de la baidjvise en deux périodes : une
premiére période correspondant a la formation lat@oissance de la baie, marquée par des
divisions cellulaires intenses dont le pic se siBua 10 jours apres la floraison puis qui
cessent 30 a 40 jours apres I'anthése, au stachetiere de grappe (Jona et Botta, 1988) ; et
une deuxieme période marquée par un ralentissedeed croissance et un métabolisme

cellulaire intense. Au stade fermeture de grapppellicule commence a subir les pressions
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Figure 65 : Localisation des pectines faiblement meéthylées par I'anticorps JIMS, par unmunomarquage
couplé a 'or en microscopie électronique en transmission, dans les pellicules de baies de Cabernet-
sauvignon a différents stades de développement : (A) fermeture de grappe, (B, C) fin véraizon et (D)

récolte. Les particules d’or (dizmétre 10 nm) représentent les pectines déméthyldes.
Abréviations: F, parol cellulaire Cpf, cyfoplasme | B, sfrucfures fibrillaires ; T, favpuns, Behelle: B QS5 um A C D 200mm,
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Figure 66 : Locahsation des pectines fortement
méthylees  par  lanticorps  JIM7, par
unmunomarquage couplé a ’or en microscopie
électronique en transmission, dans les pellicules
de baies de Cabemet-sauvignon a différents
stades de développement : (A, B, C) fin veraizon
et (D, E) récolte. les particdes d’or (dinmétre 10 nm)
représentent les pectings démethylées.

Abréviafions: F, paroil cellulaive ; Cyf cyfoplasme [ F, sfructures

Sibrillaives ; Ves,' vésicules | Fac, vacuole ; T favmins. BEchelle: A 2 um z
C:lpm; B DB 2000m
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mécaniques exercées par la transformation dede=liie 'hypoderme en pulpe et certaines

modifications d’épaisseur des parois sont visibikes.contre, les enzymes PME et PG ne sont
pas encore présentes dans la paroi, elles soristEs dans le noyau et le cytoplasme. Cette
localisation nucléaire et cytoplasmique corrélaema forte expression des transcrits de leurs
génes montre, d'une part, que le métabolisme estrerintense dans ces cellules a ce stade,
et d’'autre part, pourrait expliquer la mise en pldes premiers processus de désorganisation

de la paroi observés plus tardivement.

Par la suite, les observations réalisées a lddita véraison montrent la forte présence
de structures fibrillaires dans des vésicules auoks cytoplasmiques. Le marquage de ces
structures par les anticorps JIM5 et JIM7 confirlamerésence de pectines plus ou moins
méthylées dans ces ensembles et donc deux formiesiEgactive et inactive). Ces pectines
pourraient étre en liaison avec le fait que I'apgade Golgi puisse étre un site majeur de
synthése de glucides, notamment des hémicellulesetes pectines (Staehelin et Moore,
1995 ; Western, 2006). En effet, les études deh8timeet Moore (1995) et Willatst al
(2000), par marquage avec les anticorps JIM5 e ibtamment, suggerent que la synthése
des chaines homogalacturonanes (HG) et des rhatactgonanes | (RG ) débuterait dans
le cis-Golgi, se poursuivrait dans le Golgi médien que des modifications majeures,
correspondant a I'ajout de ramifications sur leaisls polysaccharidiques en croissance, se
produiraient dans le trans-Golgi. La méthylatiors gectines interviendrait dans les Golgi
médian et trans (Staehelin et Moore, 1995) et tiursport vers la membrane plasmique se
ferait dans des vésicules sous la forme de polsneautement méthylestérifiés qui seraient
ensuite insérés dans la paroi cellulaire (Carpita&Gbeault, 1993 ; Liner®t al, 1994).
D’aprés Micheli (2001), les pectines méthylesté&sad@ME) agiraient au niveau des parois
pour d’'une part désestérifier les pectines, fagilitla digestion des pectines par la PG, et
d’autre part produire des chaines homogalactur@plus acides (Let al, 1994), entrainant
des modifications physico-chimique de la structpegiétale permettant aux cellules de
résister a la pression de turgescence induiteepgrandissement cellulaire (Rayle et Cleland,
1992,Cosgroveet al, 2005).

Les genepmecodent pour une pré-pro-protéine possédant ungeséq d’'adressage
pour le réticulum endoplasmique. La pro-région édtuen N-terminal présente des

homologies de séquence avec la protéine inhibitdes PME, la PMEI. Les isoformes
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contenant ce domaine, ont été classées comme epmatrtaux PME de type | tandis que
celles de type Il en sont exemptes (Micheli, 20Q&k protéines étudiées dans notre travail
sont de type I. Selon I'hypothese de Micheli (2004 )clivage de la pro-région de la protéine
mature intervient soit avant, soit apres I'excrétde la PME dans I'apoplasme. Dans le cas
d’'un clivage avant I'expression de la PME, la pégion est soit dégradée soit recyclée dans
la cellule ou dans l'apoplasme. Les travaux decBpgn 2005, ont attribué ce domaine a
I'adressage subcellulaire de la protéine mais aussie fonction inhibitrice. En effet, la pro-
PME est sécrétée dans l'apoplasme via I'appareilGd&i et la pro-région régulerait la
libération des PME matures de l'appareil de GoWlf et al, 2009). De plus, les études
menées par Vian et Roland (1991) mettent en évedenprésence de pectines désestérifiees
dans le réseau trans-Golgien, suggérant l'inseri@pectines désestérifiées dans la paroi
cellulaire. Nos travaux ont permis de localiseptatéine PME dans des vésicules associées
aux structures fibrillaires. Ces résultats confintndans un premier temps le transport de la
protéine PME par la voie golgienne durant la phdsehangement de couleur ; d'un autre
cOté, le fort marquage des structures fibrillaipas I'anticorps JIM7 montre la présence de
pectines fortement méthylées, confirmant I'hnypothéun transport de la PME vers les
parois cellulaires sous une forme inactive (Mich2li0o1). Néanmoins, le faible marquage des
structures fibrillaires dans la cellule par JIMByélant la présence de pectines faiblement
méthylées, permet de confirmer les travaux de \&arRoland (1991), mais également
d’étayer la seconde hypothése de Micheli (20019rs&dquelle la pro-région de la protéine
pourrait étre clivée a la sortie du Golgi, permatiane activation de la PME dans la cellule et

ainsi la déméthylation d’'une partie des pectinemaleur adressage dans la paroi cellulaire.

Concernant la protéine PG, a la fin de la véraisa localisation vésiculaire et
cytoplasmique permet d’émettre I'hypothése d’'umgpmrt similaire a celui de la protéine
PME par les veésicules golgiennes. Ces résultats &agés par ceux de Nakashimiaal.
(2004), qui décrivent également une localisatiotgigone et cytoplasmique de la PG. De
plus, la transcription des génes codant pour legpres PME et PG ayant lieu au cours de la
véraison confirme les observations microscopiqueenslesquelles la fin de la véraison
correspondrait a la phase de maturation et d'adgessle ces protéines vers leur lieu

d’activité : la paroi cellulaire.
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A ce stade (fin véraison), nous observons égaletaeprésence des protéines PME
dans les parois cellulaires. Ces observations moefit les données bibliographiques qui,
quels que soient I'espece fruitiere et le stadel@eloppement, localisent la PME dans les
parois cellulaires (Christenseat al, 1998 ; Blumeret al, 2000 ; Nielsen et Christensen,
2002 ; Nakashimeet al., 2004 ; Guilleminet al, 2008). De plus, c’est a ce stade de
développement, fin véraison, que le marquage &@MB est le plus intense dans les pellicules
de baie de raisin. Chez la tomate, I'étude de [lisation tissulaire de la PME par
immunoempreinte, conforte nos observations en aévéin fort marquage de I'exopériderme
au cours du changement de couleur du fruit (Bluetexl., 2000). Enfin, la localisation de la
PME est corrélée avec les profils d’'activité deptatéine et témoigne de la reprise de son
activitt enzymatique: les pectines faiblement métyy (marquage JIM5) sont
essentiellement présentent dans les parois tandiseg pectines fortement méthylées (JIM7)

sont présentes a la fois, dans les parois maismdgalt, dans la cellule.

A maturité, la dégénérescence cellulaire débetajant difficile la reconnaissance de
structures cellulaires spécifiques. Les protéinkd=Bont essentiellement détectées dans le
cytoplasme ou dans des structures assimilées aétasules de lyse. La diminution de
I'intensité de marquage des pectines méthylées5 HMIIM7) dans les parois cellulaires est
cohérente avec l'activité de la PME, montrant usréef démeéthylation des pectines au cours
de la seconde phase de maturation. En ce qui aondar protéine PG, sa localisation,
importante a ce stade dans le cytoplasme, maisuudans les parois conforte le pic
d’expression du transcitVPG1 en fin de maturation. Les pectines déméthypéesiettent
I'action de digestion des chaines homogalactura@sqar la PG et ainsi une fragilisation des
parois cellulaires. Ces résultats permettent damemmprendre les mécanismes impliqués
dans la diminution de I'épaisseur des parois clies observée en microscopie entre la fin de

la véraison et la récolte.

Ainsi, pour la premiere fois, la PME et la PG onté localisées dans la baie de
raisin. Ces résultats permettent de mieux comprentes phénomenes de réorganisation de
la paroi au cours du développement du fruit en confant les hypothéses de transport des
enzymes via l'appareil de Golgi et le squeletterifidire, ainsi que I'existence de deux
formes de PME (active et inactive) et d'une actiobligatoirement conjointe de la PME et
de la PG.
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V. Conclusions

Pour la premiere fois, chez le raisin, une étudenpiéte sur I'évolution de
l'ultrastructure des parois cellulaires de la pelke, au cours de la maturation de la baie a été
réalisée. Ce travail, par une étude de I'évolutienl’'ultrastructure des parois, du suivi de
I'activité et de I'expression des genes et de talisation cellulaire des protéines en partie
responsables de la dégradation des structurestglasiéente d’expliquer les modifications

physiques de la pellicule de raisin de la baieevara récolte.

La croissance de la baie verte se divise en détrdes: la formation de la baie et la
croissance de la baie. Notre étude débute au deulis deuxieme période, au stade fermeture
de grappe au moment ou les divisions cellulairesirdient et le grandissement cellulaire
débute. Le métabolisme des cellules est actifaskuisant par des teneurs en ADN élevées et
I'expression d’'un grand nombre de génes dont la RMER PG. La localisation nucléaire et

cytoplasmique de ces protéines traduit ce phénomene

Entre la fin de la phase de croissance végétdivia baie et la seconde phase de la
maturation, les concentrations en solutés (notarhreenacides tartrique et malique) sont
maximales et 'accumulation des sucres et des apdmes (Bosst al, 1996) débute : c’est la
véraison. L'étude de l'ultrastructure des paroiflutares nous a permis d'observer un
épaississement des parois radiales et tangentallesours de cette phase. A ce stade, les
structures fibrillaires dans les vésicules Golges)ndans le cytoplasme mais aussi dans
I'espace périplasmique augmentent en accord agetdeaux de Staehelin et Moore (1995)
et Willats et al (2000). Le marquage par les anticorps JIM5 et7]llgermet également
d’étayer I'hnypothese selon laquelle I'épaississenu&s parois au cours de la véraison serait

lié & une synthése accrue de pectines et une igide¢ ces polyméres dans les parois.

Entre le stade fermeture de grappe et la fin deéfaison, il y a un pic d’activité et
d’expression du géne codant pour la protéine PMiforSsa localisation, cette protéine peut
étre active ou inactive dans le compartiment ioctbulaire. La co-existence de pectines plus
ou moins méthylées a été confirmée par le marqaageJIM5 et JIM7. L'observation du
marquage des pectines par l'anticorps JIM5, motarg@résence de pectines faiblement
méthylées dans les parois cellulaires et par cams#ctraduit I'activité de la PME. A ce
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stade, la protéine PG a peu ou pas été détectédataparois cellulaires. Or, nous avons pu
voir que I'action de la PME facilite d’'une part, d&gestion des pectines par la PG et produit
d’autre part, des chaines d’homogalacturonanes giiges. Ces résultats permettent donc,
d’émettre I'hypothése que I'acidification des parpar la déméthylestérification des pectines
sous l'action de la PME, entre la fermeture depeaet la fin de la véraison, entrainerait des
modifications physico-chimiques de la structuredgiate augmentant I'élasticité du maillage

pectique et permettant aux cellules de résistea préssion de turgescence induite par le

grandissement cellulaire.

A la fin de la maturation, I'épaisseur des pamafiulaires diminue en lien avec la
quantité de pectines plus ou moins méthylées. L& b principalement cytoplasmique et la
PG pariétale. Parallelement, les résultats bioafues et transcriptomiques montrent une
activité de la PME ainsi qu’une transcription déses PG au cours de la seconde phase de
maturation. Ces résultats confirment I'action canitante de ces enzymes : la protéine PME
en déméthylant les pectines faciliterait leur digespar la PG, entrainant la dégradation du

réseau pectiqgue du maillage pariétal et donc leHasement du fruit.

Ainsi, les résultats présentés dans ce chapitresipermettent de mieux comprendre
le déroulement des étapes de réorganisation deal@ipau cours de la maturation. La PME
et la PG agissent conjointement pour modifier 'aggement du maillage pariétal, la PME
devant agir en amont de la PG. L’action de ces aneg, plus ou moins modulée par les
conditions climatiques via I'équilibre hormonal, vampacter directement I'épaisseur des
parois des cellules de pellicule ainsi que les ploidites d’accessibilité des composeés
pariétaux pour d’éventuelles liaisons avec les tamy par exemple. Selon le déroulement
chronologique de ces phases de réorganisation atileau de dégradation de la paroi, ces
derniers pourraient étre plus ou moins « intégréslans le maillage pariétal. Leur capacité
a se lier aux parois cellulaires et la dégradatiate celles-ci influenceraient donc leur
extractibilité, leur diffusion dans le modt lors depremiéres étapes de vinification et la
composante sensorielle tannique des modts. Par approche sensorielle, le chapitre 6 se
propose donc d’estimer une possible adéquation ertétat de dégradation pelliculaire
(traduite par l'analyse de la texture de la baiej & niveau de diffusion des tannins

(traduite par I'extractibilité et I'évaluation de’astringence et de 'amertume).
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Chapitre 6 : Etude de latexturedela pelliculedela

baiederaisin au coursdela maturation

La production de vins rouges de qualité constituenjeu économique important pour
toutes les régions viticoles. Elle est directermayd a la qualité de la matiere premiere, le
raisin, qui doit contenir des teneurs suffisanteascemposés d’intéréts cenologiques. Ces
composes d'intéréts sont synthétisés dans la learaisin au cours de son développement et
en partie accumulés dans la pellicule lors de lturation, étape durant lagquelle la baie de
raisin connait de nombreux changements physiolegigigrandissements cellulaires,
accumulation de sucres et d’eau dans les vacuelés pulpe, modifications des constituants
pariétaux conduisant a un ramollissement du friué ene augmentation de la sensibilité aux

pathogéenes).

La texture de la pellicule représente une part mambe des caractéristiques
organoleptiques de la baie et conditionne I'exibdde des composés d’intérét cenologique

au cours des processus de vinification ainsi quieteneur finale dans les vins.

Dans les chapitres précédents, nous avons pu dénemtconfirmer que les tannins
étaient localisé et synthétisé a la fois dans lenpartiment intracellulaire (vacuole
principalement) mais également dans les paroiselades de pellicule. Selon le déroulement
chronologique des phases de réorganisation dessperdeur niveau de dégradation, la
composante tannique varie et les tannins pourra@atplus ou moins « intégrés » dans le
maillage pariétal. Leur capacité a se lier aux cosgp pariétaux et la dégradation de la paroi
influenceraient donc leur extractibilité, la comaote sensorielle tannique des raisins et leur
diffusion dans le modt lors des premiéres étapesrifécation. Au cours de la maturation, les
modifications de la composition et de la structles parois cellulaires, pourraient déterminer
la résistance mécanique et la texture du fruit {dteet al, 2004 ; Abbottet al, 2004 ;
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Brummellet al, 2001 et 2004 ; Deytieust al, 2008). L'étude des propriétés mécaniques de
la pellicule est essentielle pour comprendre launaéibn de la baie, sa résistance face aux
attagues des agents pathogenes et la diffusion Bens/iins des composés dintéréts

cenologiques tels que les ardmes et les composaslghes.

A ce jour, les méthodes de détermination de laitgudu raisin et de sa maturité
optimale sont plus ou moins complexes, longues@ietises et n’'integrent pas les parametres
de texture permettant de définir la fermeté dut fpouvant étre en lien avec la diffusion des
composés d'intérét cenologique. C’est dans ce ctimtgue ce chapitre se propose d’estimer
une possible adéquation entre I'état de dégradaadiiculaire (traduite par I'analyse de la
texture de la baie) et le niveau de diffusion damsnins (traduite par I'extractibilité des

composeés phénoliques et I'évaluation de I'astmogeet de 'amertume).

Pour cela, nous avons développé deux approches pramiere approche basée sur
des mesures physiques et analytiques de la pellieulune seconde approche utilisant
I'analyse sensoriellgia la dégustation des baies de raisin. En compdgeantésultats des
deux approches, I'objectif de ce travail était :

- de développer de nouveaux outils permettant adeixnévaluer la maturité de
la baie et en particulier de définir la texturéeetomposante tannique de la pellicule

- d’essayer de décrire quelques critéres de typats raisins de Bordeaux.

Cette étude a été menée pendant 3 années (2008, 2009) sur 3 parcelles de
Cabernet-sauvignon (parcelles 3, 4 et 5) et 3 pascde Merlot (parcelles 3, 4 et 5) issues du
réseau de maturité de la Faculté d’'cenologie de é&ard et représentatives de 3 zones
d’appellations Bordelaises (parcelle 3: Pessagran, parcelle 4 : Entre Deux Mers et

parcelle 5 : Libournais).

Apres avoir caractérisé le profil tannique et latuee des pellicules par I'approche
sensorielle et analytique, une comparaison de®rdiftes approches sera réalisée et les
indices d’estimation de la maturité pelliculairestéss dans ce travail (analyse sensorielle,
mesures physiques) seront évalués pour essayeardetériser des criteres de typicité des
raisins de Bordeaux et mettre au point de nouveautds d’aide a la décision pour le

viticulteur.
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I.  Caractérisation du profil tannique de la pellicule

Les tannins jouent un réle important en cenologi#r fep qualité et les caractéristiques
organoleptiques des vins et plus particulieremastringence et 'amertume. L'amertume est
définie comme une saveur rude et désagréable tapisl'astringence n’est pas décrite
comme une saveur a proprement parler. En effedirifepence est une sensation mécanique
décrite comme un phénomeéne qui resserre les tigduslatin stringerg, entrainant une
sensation d’assechement de la bouche associée geutge de lubrification (Bate-Smith,
1954 ; Bresliret al, 1993).

L’amertume et la perception de I'astringence repsse les interactions entre les
tannins et les protéines salivaires. Certainegpres de la salive, et plus particulierement les
protéines riches en proline (PRP), forment un pitiavec les tannins, leur faisant perdre
leur propriétés tensio-actives conduisant, en beuaHa précipitation de complexes tannins-
protéines. Certains auteurs décrivent I'importathe® associations entre les PRP et les tannins
qui augmenteraient avec le degré de polymérisatide pourcentage de galloylation (Ricardo
Da Silvaet al, 1991 ; Yokotsuka et Singleton, 1995 ; Sarni-Mwuo et al, 1999). Le
niveau d’hydroxylation des noyaux phénoliques ABetles tannins influence l'interaction
tannins-protéines. Les prodelphinidines qui possetteis groupes hydroxyles sur le cycle B
ont une plus grande affinité pour les protéineslques analogues procyanidines (Hagerman,
1992 ; Fernandeet al, 2007). Ces auteurs ont montré que des vins @gs@&armeneére, riche
en proanthocyanidines et possedant un DPm trésriamgpsont percus moins astringents que
des vins issus de Cabernet-sauvignon, dont lesitee® proanthocyanidines et le DPm sont
plus faibles. Le paradoxe a été expliqué par laesse en prodelphinidines du Carmenére.
Une étude récente a permis de mettre en évideneecamrélation entre le DPm et la
perception de l'astringence des extraits de tanississ de pellicules de Cabernet-sauvignon
et de Merlot, du réseau parcellaire de la FacutEndlogie de Bordeaux (Chira, 2009). Dans
cette étude, la perception d’amertume n’a pu é&irettée & aucune des caractéristiques de la
composition tannique étudiée (DPm, pourcentage aloydgtion et de prodelphinidines,

teneurs totales...).
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Ainsi, afin de définir I'évolution de la perceptidannique des pellicules au cours de la

maturation du raisin, nous avons menés en parslifdax approches :

- une approche chimique permettant de définir I'éitoiu des teneurs en
tannins, leur Degré de Polymérisation moyen ains s pourcentages de

galloylation par la technique de phloroglucinolyse.

- une approche sensorielle basée sur I'évaluatiohadeerte d’astringence et

d’amertume des pellicules au cours de la maturation

L'objectif final de ce travail était de vérifier Ia technique actuelle de dégustation des
baies utilisant comme critere de perception tammitastringence et 'amertume était corrélée
a la composition tannique chimique. Pour cela,alealyses chimiques ont été effectuées sur
des extraits phénoliques de pellicule totale pesrd parcelles étudiées, a partir du stade 80%
véraison jusqu’a la récolte pour les millésimes72@D08 et 2009. Concernant les analyses
sensorielles, il a été demandé au panel de dégustat’évaluer hebdomadairement, la
diminution de la sensation d’astringence et d’aomed des pellicules des baies issues des 6

parcelles a partir du stade 80% véraison jusquiédalte.

1.1 Caractérisation chimique de la composante tannique

La détermination des critéres concernant la coamestannique des pellicules a été
mise au point en 2007. Des améliorations ont &iisges en 2008 et seuls les résultats des

millésimes 2008 et 2009, obtenus avec les mémesasj sont présentés dans ce travail.

I.1.a Cabernet sauvignon

La Figure 67 présente I'évolution des teneurs enites, du degré de polymérisation
moyen (DPm) et du pourcentage de galloylation (%Bo@ation) des tannins des pellicules
des parcelles de Cabernet-sauvignon des 3 appeBdtiordelaises étudiées (nommées 3, 4 et
5) au cours des millésimes 2008 et 2009.

Pour les deux millésimes étudiés, les teneursapniris, au cours de la maturation

évoluent peu mais sont significativement difféerengatre les parcelles. Ce critere permet de
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discriminer les parcelles de la région bordelaisieeeelles : il semblerait que les différentes

appellations étudiées possédent une typicité ectitonde leurs teneurs en tannins.

Pour les 2 millésimes, le DPm a tendance a augmentdébut de maturation puis a

diminuer alors que le % de galloylation augmente.
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Figure 67 : Teneurs en tanning (en mg.g! de matiére fraiche (MF)). Degré de Polym érisation moyen
(DPm ) et pourcentage de galloylation (% gallovlation) des pellicules des baies 1ssues des parcelles 3, 4
et 5 de cépage Cabernet-zsauvignon, an cours de lewr développement en 2008 et 2009. fes résuitas

representent la mayerre £ écari-type de frols répétitions mdeperdartes.

.1.b Merlot

La Figure 68 présente les résultats obtenus psupdecelles de Merlot au cours des

millésimes 2008 et 2009.
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Figure 68 : Teneurs en tannins (en mg.g! de matiére traiche (MF)), Degré de Polymérization moyen
(DPm) et pourcentage de galloylation (%0 gallovlation) des pellicules des baies 1ssues des parcelles 3. 4

et 5 de cepage Merlot, au cours de leur développement en 2008 et 2009, fes résudints représentent la moyenme
+ écart-iype de frois répétitions mdependanies.

Comme pour les Cabernet-sauvignon, les teneurargnins évoluent peu au cours de

la maturation et les DPm sont stables mais ne gassignificativement différentes entre les

parcelles. Quant au pourcentage de galloylatiomnee pour les parcelles de Cabernet-

sauvignon, il a tendance a augmenter.

I.1.c Effet du millésime, du cépage et de la parcelle

Le Tableau XVIII présente les résultats des amalyde variance concernant les

différences significatives de I'évolution des tersean tannins, du DPm et du pourcentage de

galloylation en fonction du millésime, du cépagaletla parcelle au cours de la maturation
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pelliculaire.

Tableau XVIII : Effet du millésime, du cépage et de la parcalliela caractérisation chimique de la
composante tannique des pellicules des parcelé£85 de Cabernet-sauvignon et de Merlot pour les
millésimes 2008 et 2009. En rouge, valeurs reftétis différences significatives avec un risque
d’erreur inférieur a 5%.

Effet du millésime Effet du cépage Effet de la parcelle
F p F P F p
Teneurs en tannins 2,405 0,12966 5,315 0,02701 4,291 0,02131
DPm 0,615 0,43788 20,731 0,00006 2,867 0,06993
% de galloylation 8,593 0,00583 17,034 0,00021 1,645 0,20725

D’apres les résultats d’ANOVA, le cépage influesamnificativement 'ensemble des
criteres chimiques étudiés. Le DPm (F = 20,731)pkst fortement influencé par le cépage
que le pourcentage de galloylation (F = 17,034)estteneurs en tannins des pellicules
étudiées. Nous pouvons également observés qusteexlie 1égéres différences significatives
entre les teneurs en tannins (F = 4,291) en fomalies parcelles étudiées. Les différences
entre les millésimes ne sont significatives quer peypourcentage de galloylation des tannins

pelliculaires.

.1.d Discussion

En regard de ces résultats, pour les 2 cépages 2trhillésimes, les teneurs en tannins
sont globalement stables avec une légere augnmmtati fin de maturation plus marquée
chez le cépage Cabernet-sauvignon. Dans la biblbge, I'évolution des tannins
pelliculaires au cours de la maturation n'est dagement définie. En effet, les différentes
méthodologies d’extraction et de dosage differémteepermettent pas d’établir un profil type
d’évolution. Toutefois, nos résultats, présenterd légére augmentation des teneurs en fin de
maturation et rejoignent ceux de Ribéreau-Gaydaleties (1980) et d’Estebaat al. (2001)
qui décrivent une augmentation des tannins pedlices au cours de la véraison. On remarque
également que les teneurs en tannins du millésDe® Bont légéerement plus faibles qu’en
2008. Au vu des conditions climatiques différergatre ces millésimes et de la régulation de
la voie de biosynthese des tannins par 'ABA (Lapagneet al, 2010), il est possible
d’envisager que le profil hormonal des baies duésiiine 2009 explique cette diminution. En

outre, de maniére générale, pour les 2 millésinhdesedeux cépages, on remarque que la
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parcelle 4 dite technologiguement «moins mare » quées autres
(http://www.bordeauxraisins.fr), présente des temn@&mn tannins supérieures aux autres. Ceci
pourrait étayer I'hypothése d'un lien entre le dede maturation des pellicules et les profils
tanniques, confirmant ainsi I'importance et I'ingation des hormones tels que I'ABA a la

fois dans les processus de maturation et dansdadedbiosynthése des tannins.

A propos de I'évolution du degré de polymérisatilms tannins et de leur pourcentage
de galloylation, nos résultats montrent que poemdemble des parcelles et quel que soit le
millésime et le cépage, ils évoluent dans le sewarse au cours de la maturation : diminution
du DPm et augmentation du pourcentage de galloylaibe la méme maniére que pour les
teneurs en tannins, les données bibliographiquésretit sur ces parametres et notamment
sur le DPm. Ainsi, nos résultent semblent plutétaenord avec ceux de Ribéreu-Gayon et
Glories (1980) et Downegt al. (2003), décrivant une diminution au cours de ldunsion
contrairement a Kennedt al. (2001 et 2002) qui observent une augmentation.ré@cela a
été précisé auparavant, les données de la littérdtfierent par la méthodologie d’extraction
et de dosage. Or, nous avons vu dans les chaptedents qu’en fonction de leur
localisation, vacuolaire ou pariétale, les tenairka polymérisation des tannins variaient. Il
est donc possible de penser que les méthodes atéartr jouent un réle primordial dans
I'évaluation du profil tannique de I'ensemble depkllicule et que la limite des différentes
méthodes d’extraction demeure dans I'extractibdeéda totalité des tannins pariétaux.

1.2 Caractérisation sensorielle de la composante tannig

Pour évaluer la composante tannique des pellicdegaisin, 3 criteres ont été
demandés aux juges : la diminution de l'intens@@nique en 2007 puis la diminution de
I'astringence et de 'amertume en 2008 et 2009igaire 69 présente I'évolution des critéres

évalués par notre panel au cours des millésime8 @0R009 : astringence et amertume.

Dans un premier temps et comme pour les critéralytigues, les résultats obtenus a
partir des descriptifs sensoriels ne permettentfmsserver de différences entre les parcelles,
les cépages et les millésimes. Cependant, nousopesuwebserver une diminution de
I'astringence et de 'amertume au cours de la nasitur. Cette diminution est plus marquée
au cours du millésime 2008, dont les teneurs emiriaret le pourcentage de galloylation sont
supérieurs a ceux du millésime 2009. On note égalemue pour les deux millésimes, la
parcelle 4CS et 4M, est percue comme plus astrirgeinplus amere par les dégustateurs.

200



Chapitre 6 : Etude de la texture de la pelliculel@®aie de raisin au cours de la maturation

L’analyse chimique avait permis d’établir un praéhnique plus riche pour cette parcelle.
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Figure 69 : Evaluation sensorielle des critéres tanniques (Astringence et Amertume) des pellicules des

parcelles 3, 4 et 5 (Cabernet-sanvignon et Merlot) au cours de la maturation du raism en 2008 et 2009.
Les daonnées exprimentile rapport verse des notes des juges comprises entre 1 et 8.

Pour compléter ces résultats, une analyse ANOVAcaédalisée et les résultats sont
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présentés dans le Tableau XIX.

Tableau XIX : Effet du millésime, du cépage et de la parcallela caractérisation sensorielle de la

composante tannique des pellicules des parcelk£85 de Cabernet-sauvignon et de Merlot pour les
millésimes 2008 et 2009. En rouge, valeurs reftétis différences significatives avec un risque

d’erreur inférieur a 5%.

Effet du millésime Effet du cépage Effet de la parcelle
F P F p F p
Astringence 0,435 0,51372 24,4502 0,00002 3,390 0,044766
Amertume 7,497 0,00955 7,893 0,00797 3,061 0,65916

Comme pour les criteres chimiques, I'évaluationsserlle de I'astringence et de
I'amertume permet de différencier significativem@nt= 24,4502 et F = 7,893), les pellicules
en fonction du cépage. Le millésime joue un rokelayperception de 'amertume (F = 7,497)
comme pour le pourcentage de galloylation et lacgmron d’astringence semble étre

influencés par le type de parcelle étudiée (F 9@,8omme le sont les teneurs en tannins.

Afin de mieux visualiser, si les différences ené®variables chimiques et sensorielles
pouvaient discriminer les parcelles ainsi que tadess de maturation de la baie, des Analyses

a Composante Principale (ACP) ont été effectuées.

1.3 Profil tannique chimique et sensoriel

La Figure 70 présente les ACP effectuées pous ledlésimes étudiés. Pour chacune
des ACP, les variables étudiées correspondentréeres sensoriels d’évaluation du potentiel
tannique de la pellicule (diminution de la perceptid’astringence et d’amertume) et aux

criteres chimiques (DPm et pourcentage de gallyiat

En 2008, les deux premieres composantes prinsipassemblent 81,55% de la
variance totale. Le premier axe représente 63,68%advariance totale et le deuxieme
17,90%. L’astringence et I'amertume sont fortemenipositivement corrélées a l'axe 1
(0,939 et 0,874) alors que le pourcentage de datiop est corrélé positivement a I'axe 1

(0,677) et négativement a I'axe 2 (-0,667) et @uBPm est négativement corrélé a l'axe 1 (-
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0,662) ainsi qu'a I'axe 2 (-0,519). Le profil tagne chimique et sensoriel pourrait influencer
la discrimination des individus en fonction de Istade de développement : les stades 80% et
100% véraison sont preférentiellement localisés darpartie gauche et supérieure alors que
le stade intermédiaire 1, 2 et 3 et le stade ntatgont plutdt situés dans la partie droite et
supérieure. Ainsi, I'axe 1 serait défini comme Baxle « maturation phénolique de la

pellique » et 'axe 2 comme 'axe de « compositiamnique » de la pellicule.

En 2009, les deux premieres composantes prinsipeesemblent 88,9% de la
variance totale. Le premier axe représente 57,38%advariance totale et le deuxieme
31,55%. L'astringence et 'amertume sont positieatncorrélées a I'axe 1 (0,868 et 0,682)
alors que le pourcentage de galoylation est corpégitivement a l'axe 1 (0,737) et
négativement a l'axe 2 (-0,558) et que le DPm égfativement corrélé a I'axe 1 (-0,728)
ainsi qu'a I'axe 2 (-0,561). On note une disperdies individus entre les deux axes mais les
profils tanniques chimiques et sensoriels pourtaigtuencer la discrimination des individus
en fonction de leur stade de développement : Edestintermédiaires 3, 4 et maturité sont
plutbt situés dans la partie droite et infériemaiquant qu’a partir de ces stades la diminution

d’intensité de l'astringence et de 'amertume estpe.

1.4 Conclusion

L’étude chimique et sensorielle du profil tannicuenontré que le cépage influencait
I'ensemble des critéres chimiques et sensorielgatli@tion de la composante tannique des
pellicules. Il est donc possible par les mesurestdaeurs en tannins, de leur DPm et du
pourcentage de galloylation ainsi que par la pe¢igeple I'astringence et de 'amertume de la
pellicule de différencier les deux cépages pringipde la région bordelaise : le Cabernet-
sauvignon et le Merlot. Ces résultats sont corrélésobservations de Chira en 2009, qui a
démontré, sur des extraits de tannins de pelli@uestade récolte sur les parcelles 3, 4 et 5 du
réseau de maturité de la Faculté d’'cenologie de é@aorx une discrimination du DPm, du
pourcentage de galloylation et de I'astringencéoention du cépage.

Nos résultats montrent qu’il est difficile d’'utéis ces criteres comme « descripteur
type » car ils semblent avoir des « poids diffésent I'effet parcelle affecte uniquement les
teneurs en tannins et la perception de 'astringethors que le millésime affecte uniquement
le pourcentage de galloylation des tannins et tagpdion d’amertume. Ces résultats sont en
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accord avec ceux de Chira (2009) qui a démontré lguype de parcelle influencait la
perception d’astringence et que I'effet millésintaitéle plus significatif sur la perception
d’amertume.

Les ACP realisées avec I'ensemble des critéresighen et sensoriels utilisés pour
caractériser la composante tannique des pellicul@strent également qu'il est possible par
cette méthode de discriminer les différents statdesnaturation des pellicules mais aucune

corrélation dans ce sens n’a pu étre établie danseail.

Ainsi en raison de ces nombreuses variations, Iaadimination des échantillons
pour I'évaluation de la maturité phénolique de laefiicule par I'analyse des criteres

chimiques et sensoriels n’est pas encore envisatgeab

En effet, 'analyse chimigue ne semble pas satistaite et le choix des criteres
chimiques peut étre discuté puisque, dans la ligtitire, la contribution de ces composantes
dans l'attribution de l'astringence et de 'amertuenest tres contestée. Ainsi, d’apres Rossi
et Singleton (1966), les flavan-3-ols monomeéres ttiouent a I'astringence et 'amertume.
Pour Thorngate et Noble (1995) et Kallithraka et.d[1997), I'(-)-épicatéchine serait plus
amere et astringente que la (+)-catéchine. Pour wutiees auteurs (Glories, 1978 ; Haslam,
1980), l'oxydation, la polymérisation et la compkion aux polysaccharides et aux
anthocyanes entraineraient une modification des pretés sensorielles des tannins et
seraient en partie responsables de l'assouplisseinags vins. Enfin, selon Vidal et al.
(2004), lastringence augmentait linéairement avela concentration en composeés
phénoliques des pépins de raisin alors que 'amentel ne serait pas influenceée. Il faudrait
donc développer de nouveaux marqueurs chimiques rpomieux apprécier ces criteres

sensoriels.

De plus, I'évaluation de la composante tannique t&e pellicule par I'approche
sensorielle s’avere délicate. Le premier critereotdi au début de cette étude était I'intensité
tannique (critere empirique), mais les résultats tebus en 2007, nous ont conduits a
préciser ce critere en adoptant des critéres plpédfiques et utilisés habituellement dans
la dégustation des vins. Mais, il semble encore ques deux termes puissent étre trop
« flous » ou mal adaptés pour le dégustateur. Ereef selon Lesschaeve (observations

inédites, 2003), les consommateurs utiliseraienttdéeme « amer » lorsqu’ils n'apprécient
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pas le vin alors que la connotation du terme asggent est plus positive, puisqu’elle serait
synonyme de «beaucoup de caractére» ou «une ldindongue ». Malgré son
entrainement, notre jury aura pu étre influencé amoment de la dégustation de baies. Un
second facteur peut étre considéré : la matrice. &ffet, notre panel a été entrainé sur des
solutions alors que les dégustations ont été réadis a partir de pellicule donc matrice
solide. L’astringence est une sensation et non uody la solidité de la matrice pourrait
influencer la perception de ce critere. Une méthodkéentrainement de la perception

tannique dans des matrices de textures différergemble indispensable a développer.

. Evaluation de la texture de la pellicule

A travers les chapitres précédents, nous avonsopugue texture de la pellicule de
raisin (par I'évolution de son ultrastructure) etractibilité des tannins étaient étroitement
liées. A ce jour, peu d’études ont permis de deéfes propriétés mécaniques de la pellicule
de raisin, alors que, sur d’autres fruits (pommoepate, kiwi) la texture est une mesure
couramment utilisée pour définir leur maturité, rl@aptitude a la conservation ou a la

transformation et en apprécier leur qualité (Zatdal, 2005 ; Camps et al., 2005).

Les principaux outils utilisés permettent d’étudiar compression du fruit et de
mesurer la déformabilité de celui-ci. Plusieurddétichez la pomme (Méhinagital, 2003
et 2004) ont mis en évidence une corrélation ehdwolution de la texture du fruit, la
composition chimique et I'évaluation sensorielle. 2001, I'équipe de Grottet al., puis en
2007, celle de Le Moignet al. ont montré que I'étude de la compression des laawisin
était tres pertinente pour suivre I'évolution desppiétés texturales au cours de la maturation
en lien avec les descripteurs sensoriels et pesineleé discriminer fortement le type de
parcelle. Cependant, les textures sont différeetedonction des années mais aussi des
stades ; ainsi, a I'approche de la date de vendadegdextures se ressemblent et deviennent

peu différentiables par cette méthode.

Dans notre étude, I'outil de mesure physique chmosir évaluer la texture du fruit est
le pénétrométre. Cet outil permet de mesurer leefarécessaire pour percer la pellicule et

nous avons voulu voir si cette mesure permettaidéierminer I'état de maturité de la
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pellicule de raisin. En parallele, nous avons mediactivité de I'eau libre (Aw, water
avaibility) de la pellicule puisque des études pdamntes au laboratoire, ont montré que cette
mesure apportait des renseignements sur I'étaédeadation pelliculaire en lien avec I'état
sanitaire de la baie (Deytiewt al. 2009). D’'un point de vue sensoriel, quatre deseurs :
aptitude a I'égrenage, aptitude a I'écrasemen#céiation et adhérence pulpe-pellicule ont
été utilisés par notre panel de dégustateurs paluér la texture des pellicules au cours de la

maturation des baies.

Comme dans le paragraphe précédent, I'étude plg/sigsensorielle a été réalisée sur
les 6 parcelles de Cabernet-sauvignon et de Manbatrtir du stade 80% véraison au cours du
développement de la baie en 2007, 2008 et 2009.

L'objectif de ce travail était d’évaluer la textude la pellicule au cours de la
maturation par deux approches, physique et selispret de voir si ces approches se

révélaient étre un bon outil pour évaluer la texte la pellicule de raisin.

1.1 Mesures physiques

[1.1.a Pénétrométrie

La figure 71 présente les résultats des mesuresteffes avec le pénétrometre. Les
résultats sont exprimés en kg et correspondenfada nécessaire pour percer la pellicule du
raisin reflétant ainsi la fragilité de la pellicul®our chaque mesure, 30 baies ont été

pénétrées.

De maniere générale, on remarque que les écarts lestmesures sont faibles mais
diminuent significativement au cours de la matoratile la baie et ce quel que soit le cépage
et la parcelle. L’analyse ANOVA effectuée (Tableé@d) montre qu’il est possible pas cet

outil de différencier les parcelles, le cépage régelement le millésime.
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Figure 71 : Forces de peénétration de la pellicule exprunées en kg. Les mesures ont été réalisées sur
les pellicules de raizin des parcelles 3. 4 et 5 de cépage Cabernet-sauvignon et Merlot, an cours de la
maturation de la baie de raizin en 2007, 2008 et 2009. lLes résultats représentent la mayenne £ écart-type dela
mestire de 30 baie.
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Tableau XX : Effet du millésime, du cépage et de la parcelle la caractérisation physique par le
pénétrométre de la texture des pellicules des iesce, 4 et 5 de Cabernet-sauvignon et de Merlot
pour les millésimes 2008 et 2009. En rouge, valeefiétant des différences significatives avec un
risque d’erreur inférieur a 5%.

Effet du millésime Effet du cépage Effet de la parcelle
F p F P F p
Pénétromeétre 11,788 0,00006 15,985 0,00020 6,415 0,003166

Cependant, nous pouvons constater que I'effetggepat plus significatif (F = 15,985)
que l'effet millésime (F = 11,788) lui-méme plugrsficatif que I'effet parcelle (F = 6,415).

1.1.b Aw

La Figure 72 présente I'évolution de la mesure’de ldes baies des parcelles 3, 4 et
5 de Cabernet-sauvignon et de Merlot au cours glalogpement des baies de raisin en 2008
et 2009. Pour le millésime 2007, les mesures anefiectuées sur les parcelles 3CS et 4CS
ainsi que sur la parcelle 3M.

De maniere générale, pour I'ensemble des parcetlgmour les 3 millésimes, I'Aw
diminue au cours de la maturation. Les différereetse les stades sont plus importantes en
2007 et 2008 qu’en 2009, indiquant que la pelli@utaoins évolué au cours de ce millésime.

De la méme maniere que pour I'étude des criter@sédents, une analyse de variance
a été effectuée (Tableau XXI).

Tableau XXI : Effet du millésime, du cépage et de la parcallela caractérisation physique par la
mesure de I'’Aw de la texture des pellicules desqilms 3, 4 et 5 de Cabernet-sauvignon et de Merlot
pour les millésimes 2008 et 2009. En rouge, valeeflétant des différences significatives avec un
risque d’erreur inférieur a 5%.

Effet du millésime Effet du cépage Effet de la parcelle
F p F p F p
Aw 28,019 0,00000 3,409 0,06932 9,801 0,00019
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Figure 72 : Mesure de 'activité de 1'eaun libre (Aw) a la surface des pellicules des baies au cours du
développement du raigin des parcelles 3, 4 et 5 de cépage Cabernet-sauvignon et Merlot en 2007, 2008 et
2009. Les résuitats représentent la moyenne +écart-type de la masure de 10 baies.
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Cette étude montre que les mesures de 'Aw samerfeent discriminées par I'effet
millésime (F = 28,019) et I'effet parcelle (F = 018. Néanmoins, il reste impossible de

séparer les parcelles en fonction du cépage asendsures d’Aw (F = 3,409).

1.2 Analyse sensorielle

L’évaluation de la texture de la pellicule par Papche sensorielle a été réalisée grace
a l'utilisation de 4 criteres :

- Il'aptitude a I'’écrasement
- Il'aptitude a I'’égrenage
- l'adhérence entre la pulpe et la pellicule

- dilacération

Les criteres aptitude a I'écrasement, égrenagédastedation sont évalués dans le sens
d’'une augmentation au cours de la maturation taqdes 'adhérence entre la pulpe et la

pellicule consiste a juger la facilité a séparguuépe de la pellicule en bouche.

L'analyse sensorielle a été menée sur I'ensemétepércelles 3, 4 et 5 de cépage
Cabernet-sauvignon et Merlot au cours de la maturales baies en 2007, 2008 et 2009.

Les résultats présentés dans les Figures 73 eapdortent I'évolution des moyennes
des résultats de I'évaluation de chacun des csitgoair les parcelles de Cabernet-sauvignon
(Figure 73) et de Merlot (Figure 74).

Pour chacun des millésimes et pour I'ensemblepdeselles, le panel de dégustateurs
a noté une augmentation de l'aptitude a I'écraséne@est-a-dire une augmentation de la
déeformabilité de la baie et ainsi un ramollissemeéatcelle-ci. On observe des résultats
similaires pour le critere concernant I'aptitudéégrenage qui traduit ainsi une augmentation

de la fragilité de la pellicule au niveau du pétiecpermettant un détachement plus aisé.

En ce qui concerne I'adhérence entre la pulpea giellicule, pour I'ensemble des
parcelles et pour les trois millésimes, les jugess@vent au cours de la maturation, une

augmentation de la facilité a séparer ces deungien bouche.
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Enfin, la dilacération augmente également au cderta maturation. Ce phénomene
traduit la fragilisation du tissu percue comme «macélastique » par les juges en fin de

maturation.

Les résultats présentés dans le Tableau XXII reahtine influence du millésime sur
I'ensemble des criteres sensoriels de texture dmellicule. Les critéres utilisés dans cette
étude ne permettent pas de différencier ni lesgtlascni le cépage des pellicules étudiées,

hormis pour le critere égrenage influencé signifiement par I'effet cépage.

Tableau XXII : Effet du millésime, du cépage et de la parcellela caractérisation chimique de la
composante tannique des pellicules des parcelé£85 de Cabernet-sauvignon et de Merlot pour les
millésimes 2008 et 2009. En rouge, valeurs reftéthas différences significatives avec un risque
d’erreur inférieur & 5%.

Effet du millésime Effet du cépage Effet de la parcelle

F p F P F P
Dilacération 146,342 0,00000 3,530 0,06468 2,094 0,13131
Aptitude a I'écrasement 111,366 0,00000 5,080 0,02752 0,168 0,04543
Aptitude a I'égrenage 164,188 0,00000 2,173 0,14523 1,427 0,24740
Adhérence pulpe/pellicule 168,669 0,00000 1,150 0,28755 1,343 0,26803
1.3 Profil physique et sensoriel de la texture de la plecule

La Figure 75 présente les ACP effectuées pous ledlésimes étudiés. Pour chacune
des ACP, les variables étudiées correspondent dteres sensoriels d’évaluation de la
texture de la pellicule (Aptitude a I'écrasemenadiégrenage, Adhérence pulpe-pellicule et
Dilacération) et aux mesures physiques (pénétrenattAw).

Ainsi, en 2007, les deux premieres composantegipales rassemblent 78,51% de la
variance totale. Le premier axe représente 61,2@%advariance totale et le deuxieme
17,25%. L'Aw est fortement et positivement coreééél’axe 2 alors que le pénétromeétre est
fortement et positivement corrélé a I'axe 1. Lestopl criteres sensoriels sont, quant a eux,
fortement et négativement corrélés a 'axe 1. Gasres permettent, pour ce millésime, de
discriminer certaines parcelles et plus fortemestdtades de développement des pellicules

étudiés. En effet, les individus des parcelles 3@SS et 3M sont situés dans la partie
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supérieure tandis que les individus des parcellS, 3IM et 5M sont localisés dans la partie
inférieure. Cependant, ces résultats sont a nuasareles parcelles 3CS, 4CS et 3M sont
corrélées au critere Aw. Or, les Aw des parcelléS 54M et 5M n’ont pas pu étre mesurées
pour ce millésime. En outre, la répartition desvitlis selon leur stade de développement est
plus remarquable. Ainsi, les individus correspondanix stades 100% véraison et
Intermédiaire 1 sont situés dans la partie droitlersaque les individus des stades
intermédiaires 2, 3 et 4 et récolte sont localdaéss la partie gauche associés aux criteres
sensoriels.

A partir de ces résultats, I'axe 1 semble défileiré de maturation des pellicules et I'axe 2
pourrait représenter la texture de la pellicule.

En 2008, les deux premieres composantes prinsipassemblent 91,15% de la
variance totale. Le premier axe représente 81,6894 gariance totale et le deuxieme 9,46%.
L’Aw et le pénétrometre sont positivement corrééisaxe 1 alors que les criteres sensoriels
sont fortement et négativement corrélés a I'axdek criteres physiques et sensoriels de
texture pourraient influencer la discrimination dedividus en fonction de leur stade de
développement : les individus des stades 80% w#raent préférentiellement localisés dans
la partie droite, les individus des stades 100%aigén et intermédiaire 1 sont
préférentiellement localisés au centre alors geestades intermédiaires 2 et récolte sont
plutbt situés dans la partie gauche. Les axes idgfiar les criteres de texture permettent de
discriminer les stades de développement et confitniémpossible discrimination des
parcelles.

En 2009, les deux premieres composantes priespessemblent 86,80% de la
variance totale. Le premier axe représente 67,9@%dadvariance totale et le deuxiéme
18,84%. L’Aw et le pénétrometre sont positivemenitrélés a I'axe 1 alors que les critéres
sensoriels sont fortement et négativement corréldsxe 1. Les criteres physiques et
sensoriels de texture pourraient influencer pounmmiésime aussi, la discrimination des
individus en fonction de leur stade de développeémks individus des stades 100% véraison
sont préférentiellement localisés dans la partiételrles individus des stades intermédiaire 1,
2 et 3 sont préférentiellement localisés au cealoes que les stades intermédiaires 4 et
récolte sont plutdt situés dans la partie gauchar Be millésime comme pour les précédents,

les axes définis par les criteres de texture pe¢emietde discriminer les stades de
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développement et confirment I'impossible discrintioia des parcelles.
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Figure 75 : Reprégentation ACP des mdividug (80% V, 100%V, Intl, Int2, Int3, Intd et R pour les 6
parcelles étudiées : 3CS, 4CS, 5C8, 3M, 4M, 5M) et des variables (Aptitude a "écrazement, Aptitude a
I"égrénage, Adhérence pulpe-pellicule et Dilacération) en 2007, 2008 et 2009,

1.4 Conclusion

Cette étude physique et sensorielle de la texdysermis de mettre en évidence une
corrélation entre les mesures physiques et legresitsensoriels indiquant que les outils et les
descripteurs utilisés sont bien choisis. Nos réasultonfirment ceux de Méhinagat al
(2003). Néanmoins, l'utilisation de cette doubl@raghe permet d’appréhender la texture de
la pellicule en fonction du millésime mais ne perrpas de discriminer les parcelles entre
elles contrairement a Groté al (2001) et Le Moignet al (2007). Par contre, les critéres de
mesures physiques permettent de différencier laggginsi que les parcelles entre elles. De
plus, ces résultats montrent une tres bonne dis@tion des stades de développement et

ainsi de I'état de maturation de la pellicule.
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Ainsi en validant les outils de mesures de la taxtunous pouvons d'ores et déja
penser qu'en complétant ce travail par une augmeidaa du nombre de parcelles, le
pénétrometre et 'Aw pourraient étre proposé a terntomme de nouveaux criteres

d’évaluation de la maturation pelliculaire.

Afin de compléter cette approche, la rechercheadiéeres d’évaluation de la texture
nous a conduits a tester des outils permettant deagraphier les composants pelliculaires.
Les essais menés dans cette perspective sont pgéssdans le paragraphe suivant.

.  Cartographie de composants pelliculaires

L'objectif de cette étude est donc d’essayer deeld@per de nouveaux outils pour
mieux caractériser les marqueurs de la maturatisnpellicules de raisin. Une étude récente
(Hammet al, 2010), portant sur I'analyse des phytoalexinés surface des feuilles détis
vinifera a permis, par imagerie par spectrométrie de m@st®), de cartographier de petits
composés organiques, localisés au niveau de gitasfigues a la surface de la feuille de

vigne, liés a l'infection de pathogeRéasmopara viticolaou soumis a un stress lumineux.

En collaboration avec le Laboratoire de Spectramée Masse et de Chimie du Laser
(LSMCL) de I'Université Paul Verlaine de Metz, noagons essayé d'utiliser cette approche
en vue d’identifier des marqueurs de maturité suldace des pellicules de raisin. Pour cela,
deux techniques ont été utilisées: I'lmagerie Baectrométrie de Masse (IMS) et la

Spectrométrie de Masse d’lons Secondaires (SIMS).

L'IMS utilise un laser couplé a un spectre de raads spot du laser (de diametre 10
K1m) ionise les ions et parcourt la surface a aealy®our I'obtention des spectres de masse,
les parametres de I'image de la surface a anagm@rimportés dans le logiciel Flexcontrol
qui pilote le spectrométre de masse. A chaqueasier] un spectre de masse est génére. Le
nombre de tirs laser est fonction de la résolutier'image (nombre de pixels), sachant que
pour chaque pixel, 50 tirs laser sont effectuéslogeiel « AnalyseThis! » convertit tous les
spectres en un fichier image qui sera exploité lpdogiciel BioMap. Ce logiciel permet

d’obtenir une image de chaque rapport m/z séleméigrour la zone cartographiée.
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La technique de SIMS est une technique d’analysesipo-chimique de I'extréme
surface. Elle est basée sur la détection des pesichargées (ions secondaires) produits sous
I'effet d’'un bombardement d’ions incidents (ionsnpaiires). La nature des ions secondaires
émis est intimement liée a celle de la surfaceéébdantillon. De plus, les ions secondaires ne
peuvent provenir que de I'extréme surface (L0Aygefait du SIMS une des techniques les
plus sensibles a la surface. Le phénoméne SIMS&disamment général pour pouvoir
analyser tout type de surface, les seules comgimioncernent les échantillons non
compatibles avec l'ultravide. Les applications diMS sont donc nombreuses : analyse
élémentaire et moléculaire, profil en profondemagerie ionique, identification chimique

etc...

Avant d’étudier les pellicules entiéres et les asipar IMS et SIMS, il a été envisagée
d’établir une base de données des composants aiedhiilet pelliculaires. Pour cela, des
extraits de composés phénoliques de fraction pdeiétt de pellicules entieres ont été
analysés par résonance cyclotronique d’ion a toamsfe de Fourier (FTICR) couplée a un
spectrometre de masse (MS) avec comme source shiton I'électrospray (ESI). Par la suite
'IMS a été appliquée sur des pellicules de raggnla parcelle 3, Cabernet-sauvignon a 3
stades de développement (FG : fermeture de gr&0pe,V : 80% véraison et R : récolte) du
millésime 2008 et la SIMS a été testée sur deseapmi-fines de pellicules de la parcelle 3,

Cabernet-sauvignon, au stade fermeture de grappelidsime 2008.

1.1 Analyse en ESI-FTICRMS
[ll.1.a Extraits pariétaux

Les extraits de composés phénoliques pariétauwysdmicorrespondent au surnageant
de la fraction pariétale c’est-a-dire aux composekibles de cette fraction et au culot
correspondant aux composés piégés dans la frapticatale. Dans chaque cas, un extrait
témoin et un extrait digéré ont été analysés cpomdant a trois stades (FG, 80% V et R) du

millésime 2008 uniquement.

Les profils de spectres obtenus en mode négaférdiit entre les extraits issus du
surnageant et du culot (Figures 76) mais tous ptéseun ion intense de rapport m/z 377 qui

correspond a un adduit chloré de sucres (dissadehar
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Figure 76 : Spectre du culot de la fraction pariétale digérée des pellicules de laparcelle 3, Cabernet-
gauvignon au stade 80% veéraizon en 2008,

Dans les extraits issus du culot, apparait en pine distribution polymérique,
également sous forme d’adduits chlorés, qui cooed@ du triton X-100. Ce composé n’est
pas un composeé naturel, c’est un tensioactif de pgdyéthylene glycol qui est utilisé pour le
lavage des fractions et qui malheureusement géme lddecture du spectre car il peut étre a
I'origine du masquage d’autres composés par sugipregonique.

Dans les extraits issus des surnageants (spectresnmontrés), des composés
supplémentaires apparaissent mais en plus faibdesié. De plus, les profils des spectres
different entre extraits témoins et les échantdlatigérés, ces derniers présentant moins
d’espéces. Ces composés n‘ont pas pu étre identdi®@ MS/MS car trop faible en
quantité dans la fraction. Seul un ion de rappdet 355 (et 357 avec isotopie remarquable du

chlore) est suffisamment intense pour qu'une eepég MS/MS ait pu étre menée.

Ainsi, il a été possible d’identifier une perte HEI (-36) a partir de l'ion parent
laissant bien penser a une masse m/z 319 pourrioléculaire et la formule brute établie
pour cet ion est gH1s0;, pouvant faire penser a de I'acide p-coumarowistfique (Figure
77) qui est un des précurseurs de la voie de bibéga des flavonoides. La présence de ce
précurseur de la voie de biosynthese des flavoraldes la fraction pariétale (Figure 78),
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conforte les résultats du chapitre 3 portant sur lémalisation des complexes

multienzymatiques de la biosynthése des tannins lgarparois cellulaires.

HO™"
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Figure 77 : Structure de I'acide p-coumaroyl shikimique.
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Figure 78 : Voie de biosynthése des flavonoides d’aprés Kegg Coumpounds.

precurseur : I’acide p-coumaroyle shikimique.

llI.1.b Extraits pelliculaires

Identification d’un
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Les extraits de composés phénoliques des pelliemtares étudiés correspondent aux
stades fermeture de grappe, 80% véraison et rédedtenillésimes 2008 et 2009. Différentes
dilutions ont été nécessaires pour I'étude : ladest fermeture de grappe et 80% veéraison ont

éete dilués 10 fois dans du méthanol et 100 fois f@stade récolte.

[ll.1.b.i Etude en mode négatif
Dans un premier tempkes 6 échantillons ont été analysés dans le modetdetion
négatif. Les Figures 79, 80 et 81 présentent lesctegs ESI-FTICR correspondant

respectivement au stade fermeture de grappe, 868isog et récolte de I'année 2009.

L’analyse des spectres montre que des especesppteraent déprotonées [M-H]
ainsi que des adduits chlorures sont observablegjuet 'empreinte spectrale varie
significativement d’'un stade de développement @dtiéa Ainsi, au stade vert, on retrouve une
distribution plus importante en haute masse (exempi/z 805 et 833 qui a tendance a
disparaitre a la véraison, tout comme l'ioviz 477 formant le pic de base du spectre. Au
cours de la maturation certains pics devienneng irgenses et certains de ces ions
correspondent a des sucre¥4 251 et 37Y. De plus, les intensités des ian#&z 559, 601et

705augmentent nettement a partir de la véraisonh@genontantes).
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Figure 79 : Spectres ESI-FTICRMS en 11mde négatit de 1'extrait de pellicule de
Cabernet-sauvignon, parcelle 3, au gtade fermeture de grappe pour le millésime 2009.
Les ions encadrés correspondent & des composds identifiés.
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Figure 80 : Spectres ESI-FTICRMS en mode négatit de lextrait de pellicule de

Cabernet-zauvignon, parcelle 3, au gtade 80% véraizon pour le millésune 2009.
Les lons encadrés correspondent & des compogsés identifies et les fléches montantes
symbolizent les espéces qui augmentent fortement,
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Figure 81 : Spectres ESI-FTICRMS en mode négatit de 'extrait de pellicule de
Cabermet-zauvignon, parcelle 3, au stade fermeture de grappe pour le millésime

2009,

Lesions encadrés correspondent & des composés identifiés.
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Les quantités étant suffisamment importantes, eriain nombre d'ions ont été
identifiés (pics encadrés) par MS/MS. Les résubatg consignés dans les Tableaux XXIII et
XXIV et correspondent respectivement aux millésin2808 et 2009. Les identifications
mettent en évidence la présence de plusieurs aeaulestade fermeture de grappe (acides
tartrique, coutarique et caftarique) et une quantitoissante de sucres au cours de la
maturation (80% véraison et récolte). En revandmepbserve plus de différence entre le
stade fermeture de grappe et 80% véraison qu'éedretades 80% véraison et récolte, ces
observations vont dans le sens d’un profil de nadittm des baies. On retrouve également au
sein des trois stades, quelques flavonoides tel$agumyricétine et la quercétine substitués par
des sucres (glucuronide ou rhamnose). Il semblstarxdes différences entre 2008 et 2009,
mais en raison d’'un probleme technique entre lex déances d’analyse (la séquence ayant
da étre modifiée pour retrouver une sensibilitéldiection correcte), il est difficile d’en tirer

des conclusions définitives.

Tableau XXTII : Espéces identifiées pour le millésime 2008.

Stade Fermeture de grappe Stade 80% veéraison Stade Recolte
'z LIolécule m'z Lolécule 'z MMolécule
149 acide tartrique
215 sucre + adduit chlonre 215 sucre + addutt chlomire
289 catechine
295 acide coutarique
311 acide caftarique
377 disaccharide + adduit chlomre 377 disaccharide + adduit chlorure
463  myricétine-O-rhamnoside 463 myricetine-O-rhamnoside 463 myricetine-O-rhamnoside
477 quercetine-O-glucuronide 477 quercetine-O-glucuronide
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Tableau XXIV : Egpeces identifiees pour le millésime 2009.

Stade Fermeture de grappe Stade 80% véraison Stade Récolte
'z Molécule MVZ Lolecule m/z MMuolécule
149 acide tartrique
215 sucre +adduit chlomire 215 sucre+ adduit chlomire
295 acide coutarique
2] acide caftarique

377 disaccharide + adduitchlorure 377 disaccharide + adduit chlomire

447 quercetine-rhamnoside
461 dérive acide caftarique

463 myricétine-O-rhamnoside 463 myricétine-O-rhammoside
477 quercétine-O-glucurconide 477 quercétine-O-glucuronide 477 quercétine-O-glucuronide

En ce qui concerne les tannins pelliculaires, lesnaméres catéchine et/ou
épicatéchine ont pu étre observé, a trés faiblengité et uniguement sur I'extrait au stade
fermeture de grappe du millésime 2008. La possthdiune compétition d’ionisation peut
étre évoquée laissant penser a une modificatiola geeparation de I'échantillon (par ajout

d’'une proportion d’eau) afin de favoriser I'ionigat de ces composés.

[lI.1.b.ii  Etude en mode positif
Dans un second temps, les échantillons des tragestdu millésime 2008 ont été
étudiés en mode positif afin d’obtenir des inforimias complémentaires par rapport au mode
négatif. En effet, certaines molécules s’ionisehus pfacilement dans un mode que dans

'autre.

Les Figures 82, 83 et 84 présentent les spectresadse ESI-FTICR correspondant
respectivement aux stades fermeture de grappeyvé@dison et récolte du millésime 2008.

En mode positif, des espéces principalement pre®fd+H] ainsi que des ions di-
chargés ont été observés. Comme pour I'analysecele mégatif, 'empreinte spectrale issue
du mode positif varie significativement d’'un stadd’autre. Au cours de la maturation,
certains ions deviennent tres intenses alors cuérné's disparaissent :
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- la malvidine-O-rhamnoside/z 493 (anthocyanines) apparait a partir du stade

véraison (fleches oranges, Figures 83 et 84), cegjwohérent avec la maturation du fruit.
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Figure 82 : Spectres ESI-FTICRMS en mode positit de 'extrait de pellicule de Cabernet-
sauvignon, parcelle 3, au stade fermeture de grappe pour le millésime 2008.
Les fleches vertes indiguent les composes en hautes masses qui décroissant au jil des stades.
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Figure 83 : Spectres ESI-FTICRMS en mode positif de 'extrait de pellicule de
Cabernet-sauvignon. parcelle 3, au stade 80% véraigon pour le millésime 2008,

Les fleches vertes indiquent les compasés en hautes masses qui décroissent au fil des
stades ; les fleches oranges correspondent ¢ anthocyaning ; les fléches bleues aux

di-chargés.
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- Il'apparition de composés di-chargés (flechesiddeavec le signe 2+, Figures
83 et 84) est remarquable au stade véraison etitdalle pic am/z 311est I'ion chargé deux
fois correspondant au pim/z 621 (masse encadrée, Figure 84). Pour une ionisation
électrospray, pour de si petites molécules, ce cotament n’est pas commun. Il est donc
posssible de penser que cette molécule puissenpeésme petite séquence peptidique. Dans
I'état actuel de nos connaissances, cette molémukemble pas étre une molécule issue de la
plante, mais plutdt une molécule soit issue d'undpit phytosanitaire dit « Bio » qui
contiennent entre autre des lipopeptides extratd'attie (par exemple la lipoxyline ou la
lipotonine des produits de la gamme Ecobios®), soityclopeptides provenant de bactéries
comme par exemplBacillus subtilisdes produits de la gamme Serenade®. Des analyses

additionnelles seraient a mener pour vérifier ggmtheses.
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Figure 84 : Spectres ESI-FTICEMS en mode positif de Iextrait de pellicule de Cabernet-
sauvignon, parcelle 3, au stade récolte pour le nullésime 2008.

Les fléches vertes indiquent les camposés en hautes masses qui décroissent au fil des
stades ; les fléches oranges correspondent d anthocyanine ; lez fléches blenes aux di-
chargés.

- le pic am/z 871,(fleches vertes, Figures 82, 83 et 84) est trienge au stade
vert puis diminue en fin de véraison et disparaitnaturité. Le composé m/z 932 se
comporte de la méme maniére mais a une intensitgéfaible. Afin de vérifier si le composé
a m/z 871 pouvait constituer un marqueur du murissement déd®, une étude de
fragmentation MS/MS par SORI-CID visant a identifieette espéce a été réalisée. Les

résultats obtenus, ont permis de montrer que cetiécule avait un nombre important de
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carbone (entre 50 et 60) et le candidat potengigltde étre la chlorophylle, plus précisément
la phéophytine A. Celle-ci serait détectée sansmagnésium qui serait libéré de sa structure
porphyrine en milieu acide. Le spectre MS? obtesiupeésenté Figure 85 et le schéma de

fragmentation de I'ion m/z 871, Figure 86.
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Figure 85 : Spectre ESI-FTICR. MS/MS pogitit de I'ion m/z 871.

CssH75N4O5"
Masse exacte: 871.57320 Da

T

Figure 86 : Schéma du mécanisme de fragmentation de la phéophytine. La charge est
placée de maniére arbitraire. elle est délocaligée antour de la structure porphyrine.
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En mode de fragmentation SORI-CID, il est difecde fragmenter davantage ce
composé, les structures de type porphyrine étaatstables. Comme I'a démontré Gauthier-
Jaqueset al (2001), la perte du groupementHzO, implique I'ajout d’'une insaturation

supplémentaire ce qui contribue a rendre la stractu fragment plus stable.

Pour favoriser l'ionisation d’especes supplémeasila composition du solvant a été
modifiée. Jusqu’ici le solvant était composé a 10688 méthanol, une phase d’acétate
d’ammonium a pH=3, a été ajoutée. Ainsi, le solvardl est composé de 90% de méthanol
et 10% d’acétate d’ammonium et le pH acide perneefayoriser le travail en ionisation
positive car un plus grand nombre de protons sapodibles. Un exemple de spectre de

masse ESI-FTICRMS avec cette préparation de sobstrirésenté Figure 87.
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Figure 87 : Spectre ESI-FTICRMS maode positit stade récolte du millésime 2008,
Les fleches montantes indiguent les espéces devenues trés intenses avec ce protocole.

Grace a ce changement, certaines especes somudsvies intenses telles que les
ionsm/z 341, 391, 468t 579.0n retrouve la phéophytima/z 871sur I'’échantillon maturité
mais a tres faible intensité et I'ian/z 493qui correspond a la malvidine@-glucoside. Les
autres ions n’ont pas pu étre identifiés, maisecitthnique a permis d’augmenter l'intensité
totale, une augmentation de 65% du courant ionigta (somme de toutes les amplitudes de
tous les ions) a été enregistrée : passant de 3665a(unité arbitraire) avec le méme
échantillon. Ainsi, ces résultats montrent queoleant utilisé en électrospray a une influence

significative sur le rendement d’ionisation et st possible de favoriser I'ionisation de
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difféerentes especes notamment en jouant sur le @éti pourrait permettre d’explorer
davantage le métabolome de la pellicule.

Par cette méthode, des changements significatiBsrpreinte spectrale ont pu étre
observés au cours de la maturation. Les deux mod#ésnisation, positif et négatif, ont
permis d’obtenir des résultats différents et compkntaires. Dans le mode négatif, on
retrouve des sucres, des acides hydroxicinnamigeesles flavonols, tandis que dans le
mode positif, la malvidine (en partie responsabke ld coloration) et la chlorophylle ont été
détectées (sa structure a été confirmée par dedetien MS/MS). L'influence du solvant a
été démontrée, l'ajout d'une phase d’acétate d’ammon a permis d’augmenter
significativement l'intensité du courant ionique tal permettant a terme une amélioration
de la finesse de l'analyse. Néanmoins, dans le eade notre travail, la détection des
tannins n'a pas été concluante mais de possiblesrgquaurs de la maturité ont pu étre
identifiés.

1.2 Analyse en Imagerie par Spectrométrie de Masse (IMS

Les analyses ont été effectuées sur la face émitaerila pellicule c’est-a-dire sur le
cOté extérieur de baies du millésime 2008 au tsimde de développement étudiés
précédemment : fermeture de grappe, 80% véraisaécelte. La Figure 88présente la
comparaison visuelle entre les 3 stades de maturité
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Figure 88 : Images optiques des pellicules des baies aux stades fermeture de grappe (A), 80%
veraison (B) et récolte (C) en 2008.

En fonction du stade de maturation, le premieeaspisuel de la pellicule constaté est
son changement de couleur puis la modification alstaucture qui apparait plus plissée et

plus fine a maturité (Figure 88). L’analyse par Ild&met également de reconstituer I'image
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grace a la distribution des ions calcium, potasstimmagnésium en fonctions des différences
de concentration et de répartitions des ions fiesifiinsi, dans le cas du potassiym/z
38.9),ion majeur de la pellicule, on peut observer umpiiv@alence entre I'image optique et
I'image par spectrométrie de masse (Figure 89).

Figure 89 : Iinages de la répartition de I'ton m/z 38,9 ou potassium dans
les pellicules des baies aux stades fermeture de grappe (A). 80% vérazon
(B) et récolte (C) en 2008. I'échelle d’intensité de signdl détecté figure & draite des
mages.

Cette technique permet également d’identifier lparéition de certains composeés
spécifiques de la maturation comme le glucose. igarE 90 présente la répartition de I'ion
m/z 219 correspondant au glucose avec un addusgioim [M+K]" dans les pellicules aux
différents stades étudiés. Les imageries présentdengauche a droite, la pellicule de baie
verte, de baie en fin de véraison et de baie ant@tinsi, le glucose est peu présent au
stade fermeture de grappe puis son intensité augnaeB0% véraison et est tres forte a la
récolte.Ces résultats loin d’étre novateurs, montre surowt la répartition du glucose n’est
pas homogene sur toute la pellicule et qu’elle mouétre la conséquence de phénomenes de
maturation différentielle au sein de la baie. Hastedonc intéressant de poursuivre cette étude
sur les différentes zones de la pellicule : a pritd du pédicelle, sur la zone équatoriale, sur

les zones différemment exposées au soleil par eeemp
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Figure 90 : Images de la répartition de 1'ton m/z 219 ou glucosge dang les pellicules des baies aux
gtades fermeture de grappe (A), 80% véraizon (B) et récolte (C) en 2008. Leéchelle d’infersité de signal
détecté figtire & droite des images.

Enfin, outre le fait que les échantillons soies riches en sodium et en potassium,
certains autres ions ont présenté une réepartitiem particuliére et localisée pouvant laisser

croire & un marquage spécifique (Figure 91).

Figure 91 : Répartition de '1onm/z 248,2 dans la pellicule au stade 80% véraison.

C’est pourquoi ces régions ont subi une analysetsge spécifique, la Figure 92
présente le spectre associé a I'un des pixels tgu@ant a cette région.
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Figure 92 : Spectre izsu de la zone d’intérét.

Les analyses montrent que les picsn& 182.1; 248.2; 287.1; 337.3 et 402.3
correspondent aux cing espéeces qui apparaissdatalisées. Une co-localisation similaire a
éte détectée dans une zone différente de la dellinais aucune référence de cette empreinte
n'a été retrouvée dans la littérature. L'ion dep@p m/z 38,9 correspond au potassium et
I'ion m/z 219,1est lié au glucose avec un adduit potassium. Lnn 104,1quant a lui n'a
pas pu étre identifié.

Ce travail a permis de montrer que l'imagerie pgrectrométrie de masse était une
technique innovante et intéressante pouvant étreapitte a notre matériel végétal. Elle
permet de travailler plusieurs aspects car on peetrouver 'image de I'’échantillon avec la
distribution de certaines especes et certaines especo-localisées peuvent observées en
méme temps. Cependant, peu d’informations sont digples concernant I'étude de
pellicules de raisin et pour cette raison, I'attrition de structures moléculaires des ions a
ete difficile. Dans le futur, il est donc envisagie mettre au point un systeme de calibration

adapté aux pellicules pour faciliter I'identificatin de ces composés.
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1.3 Analyse par Spectrométrie de Masse d’lons Secondais (SIMS)

Cette technique a été testée pour étudier la présta composants cellulaires sur des
coupes semi-fines de pellicules au stade fermederggrappe de la parcelle 3, Cabernet-
sauvignon en 2008. Grace a ce travail, différeypes d’'ions et les résultats sont présentés
dans les Figures 93, 94 et 95.

Ainsi, les ions positifs sont répartis sur I'enddendes assises cellulaires de la
pellicule et au sein des cellules on les retrouaesde compartiment intracellulaire et les
parois (Figure 93A). Les ions N& et K sont préférentiellement localisés dans les
compartiments intracellulaires (Figure B3et D) tandis que les ions Cat Mg™ sont plutot
pariétaux (Figure 98 et E). On note également une différence d’intensitéétection entre
les Cd et Na qui fortement détectés et les ion$ & Mg plus faiblement détectés a ce

stade.

=

Figure 93 : Iimages de la répaitition deg 1ong positits sur des coupes semi-tines de pellicule de la
parcelle 3, Cabernet-zauvignon, au stade fermeture de grappe en 2008. A : total des 1ons positits ; B :
Na*:C:Ca":D:K": E : Mg".
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De maniére similaire, cette technique a permidétectés des ions négatifs €d OH

dans les parois cellulaires (Figure 94).

Figure 94 : Iimages de la répartition des 1ong négatifs sur des coupesg semi-fines de pellicule
de la parcelle 3, Cabernet-zauvignon, an stade fermeture de grappe en 2008. A : total des 10ns
neégatife . B : O : C : OH-

Enfin, d’autres composants tels que les acidemipglie et stéarique ont pu étre

détectés en faible intensité a proximité des garellulaires (Figure 95).

Fignre 95 : Images de la répartition des acides palmitique et stéarique sur
des coupes semi-fines de pellicule de la parcelle 3, Cabernet-sauvignon, an
stade fermeture de grappe en 2008.

Ce travail, qui ne constitue qu’une premiere appiee, se révele tres intéressant et
particulierement innovant car il permet facilememte localiser les composés et notamment
les ions. Ainsi, en travaillant sur des coupes sdines de pellicules, les résultats obtenus
par la technique de SIMS peuvent conforter certamebservations réalisées en microscopie
et donc a la méme échelle. Ainsi, par cette teclueigil serait intéressant d’évaluer les
teneurs en Caet Mg’ de la pellicule, les résultats pouvant servir diicateurs sur I'état de

dégradation des parois et par extrapollation suextractibilité des tannins pariétaux.
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IV. CONCLUSION

Les méthodes de détermination de la qualité dinraisde sa maturité optimale sont
plus ou moins complexes, longues et colteusesirgegrent pas les paramétres de texture
permettant de définir la fermeté du fruit pouvaimne &n lien avec la diffusion des composés
d’intérét cenologique. C’est dans ce contexte qtie étude a été menée, avec pour objectif
d’estimer une possible adéquation entre I'état dgrablation pelliculaire (traduite par
'analyse de la texture de la baie) et le niveau diffusion des tannins (traduite par

I'extractibilité des composés phénoliques et lléadon de I'astringence et de I'amertume).

Pour cela, nous avons développé deux approches pramiere approche basée sur
des mesures physiques et analytiques de la pellieulune seconde approche utilisant
I'analyse sensoriellgia la dégustation des baies de raisin. En compaeantésultats des

deux approches, I'objectif de ce travail était :

- de développer de nouveaux outils permettant @deixnévaluer la maturité de
la baie et en particulier de définir la texturdaetomposante tannique de la pellicule

- d’essayer de décrire quelques critéres de typas raisins de Bordeaux.

Nos résultats ont montré qu’en ce qui concerneolaposante tannique, l'analyse
chimique et sensorielle en tant qu’outil pratiqeedéfinition de la maturité ne peut pas étre a
ce jour utilisable, alors que les mesures physigeesent décrire de maniere fine I'évolution

de la texture de la pellicule au cours de la métura

La discrimination des échantillons pour I'évaluatide la maturité phénolique de la
pellicule par I'analyse des criteres chimiquesegtssriels n'est pas encore envisageable. En
effet, nos résultats montrent qu'’il est difficiléutlliser ces criteres comme « descripteur
type » car ils semblent avoir des « poids diffésent I'effet parcelle affecte uniquement les
teneurs en tannins et la perception de 'astringethors que le millésime affecte uniquement
le pourcentage de galloylation des tannins et fagmion d’amertume. Les ACP réalisées
avec I'ensemble des criteres chimiques et sensonmntrent qu'il est possible par cette
méthode de discriminer les différents stades deumatdn des pellicules mais aucune

corrélation dans ce sens n'a pu étre établie dansawail. Par contre, I'étude chimique et
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sensorielle du profil tannique a montré que le gépafluencait 'ensemble des critéres : il est
donc possible par les mesures des teneurs en sardenleur DPm et du pourcentage de
galloylation, la perception de I'astringence et’deertume, de différencier les deux cépages

principaux de la région bordelaise : le CabernatAggon et le Merlot.

L’analyse chimigue ne semble pas satisfaisantestildonc nécessaire de développer
de nouveaux marqueurs chimiques pour mieux appréagtringence et 'amertume des
pellicules. De la méme maniére, une amélioration ctéeres sensoriels de la composante
tannique est a envisager : I'astringence étant phes sensation qu’un godt, la dureté de la
matrice pourrait influencer la perception de cdécei. Une méthode d’entrainement de la
perception tannique dans des matrices de textui@dretites semble indispensable a

développer.

L’étude physique et sensorielle de la texture emge de mettre en évidence une
corrélation entre les mesures physiques et lesresitsensoriels indiquant que les outils
(pénétrometre et Aw) et les descripteurs utilisgstilude a I'écrasement et a I'égrenage,
adhérence pulpe-pellicule et dilacération) sont loieoisis. Par contre, les critéres de mesures
physiques permettent de différencier le cépage quesles parcelles entre elles. Nos résultats
montrent une trés bonne discrimination des stadesl@eloppement et de la texture en
fonction du millésime. La différenciation des cépa@t des parcelles n’est possible qu'avec
les mesures physiques. Ainsi en validant ces odélsnesures, nous pouvons d’ores et déja
penser gu'en complétant ce travail par une augrientalu nombre de parcelles, le
pénétromeétre et I'Aw pourraient étre proposé a éeroomme de nouveaux criteres

d’évaluation de la maturation pelliculaire.

La recherche de criteres d’évaluation de la textwoes a conduits a tester de
nouveaux outils permettant de cartographier lespomants pelliculaires. Les analyses des
extraits pelliculaires en ESI-FTICRMS ont permisniier la construction d’'une base de
données de composants pelliculaires a chaque él@ipdu développement de la baie pour a
terme utiliser imagerie par spectrométrie de masser cartographier les composants
pelliculaires. Nous avons pu identifier certainsraqo@urs de maturité potentiels, mais déja
connus (chlorophylles, anthocyanes...), et ainsidealila méthode pour la transférer aux

composeés phénoliques pour la poursuite de ceteethées essais menés avec la technique
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SIMS, qui ne constitue qu’'une premiere approchagsélent également trés intéressants et
particulierement innovants car cette technique pérfacilement de localiser les composés et
notamment les ions. Ainsi, en travaillant sur degpes semi-fines de pellicules, les résultats
obtenus par la technique de SIMS peuvent confarégtaines observations réalisées en
microscopie et donc a la méme échelle. Ainsi, pettectechnique, il serait intéressant
d’évaluer les teneurs en CTat Mg de la pellicule, les résultats pouvant servir diateurs
sur I'état de dégradation des parois et par exli@mm sur I'extractibilité des tannins

pariétaux.

Les résultats obtenus dans ce chapitre ne nouspag permis de définir une typicité
des raisins au sein de la région bordelaise maisus@nt permis de valider de nouveaux
outils de mesure de la maturité pelliculaire et thxture. L’association du pénétrometre, de
I’Aw et du DPm des tannins pelliculaires confortetds résultats obtenus dans les chapitres
précédents selon lesquelles I'évolution de l'ultragcture de la pellicule et sa composition
tannique et notamment pariétale, different en forat du millésime et du degré de maturité
des baies. Néanmoins, la caractérisation de la nmaéu pelliculaire et le développement
d’outils pour la mesurer constitue un domaine de cleerche vaste et complexe.
L’exploration de techniques innovantes montre quikrait possible a terme de définir des
nouveaux marqueurs de maturité pelliculaire prenaaeh compte I'état de dégradation de la
pellicule et son potentiel tannique dans le but déterminer une qualité optimum du fruit

au moment de la vendange.
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Conclusions générales et Per spectives

L'objectif premier de ce travail était d’approfandes connaissances sur les tannins
pelliculaires : définir leur localisation spécifigudans la cellule, apporter des éléments
nouveaux sur leur synthése et sur la localisatieliulaire de cette voie, déterminer de
possibles modes de liaison avec d’autres compasadaires et notamment les composés
pariétaux. Pour cela, I'étude de l'organisation bg-chimique des parois cellulaires au
cours de la maturation du raisin se révélait étrélément clef pour mener a bien ce travalil,

comprendre I'extractibilité des tannins pariétatiere évaluer I'impact sur la qualité du fruit.

Pour répondre a toutes ces questions, nous avors ahe approche multi-échelles et
multi-disciplines faisant appel a des technique$mdaires, biochimiques, microscopiques,
physiques et sensorielles. Cette multi-approches nmupermis d’apporter des éléments
nouveaux sur I'évolution des tissus épidermiquesralsin au cours de la maturation et
conduit a la validation de nouveaux outils pernmgtide mieux déterminer la texture et le

potentiel tannique de la pellicule de raisin.
A travers cette conclusion générale, les pointemtels de ce travail sont rappelés

afin de pouvoir rassembler les informations capgaur la compréhension des mécanismes

de la maturation pelliculaire.

[0 Biosynthese des tannins

Les deux dernieres enzymes, connues et identifi®da voie de biosynthése des
tannins, la leucoanthocyanidine réductase (LAR)gathocyanidine réductase (ANR) ont été
étudiées précédemment au laboratoire. Leur actwiteé que leur expression génique avaient
été suivies de la fleur a la baie mire et certanasles de régulations via les régulateurs

239



Conclusions générales et perspectives

hormonaux tels que I'acide abscissique (ABA) agdét mis en évidence. Ces résultats nous
avaient permis d’obtenir des informations nouve#ias les mécanismes de biosynthése des
tannins mais ils restaient incomplets. La littératétant relativement mal documentée, la
localisation de la voie de biosynthése et le trartsgees tannins vers leurs différents lieux de

stockage observés (vacuole, membrane plasmiqus) pataient qu’hypothéses.

Nos résultats apportent des informations nouvells la biosynthése et
I'accumulation des tannins dans la pellicule dasdde raisin et complétent ceux de Winkel
et al (2004), Jorgenseat al. (2005), Cheret al (2006) et Tiaret al (2008). Ainsi, nous
avons démontré que l'activation de la LAR et deNR dans la baie de raisin était variable
selon les millésimes mais se divisait globalememtt®is phases: une premiere phase
d’activation dans les baies vertes, une secondmars de la véraison et une derniére en fin
de maturation. L'évolution des teneurs en catécheheépicatéchine des pellicules est
fortement corrélée aux profils d’expression et thates des deux enzymes, mais dépend
eégalement des conditions climatiques, et notamuhetittat hydrique de la plante qui semble
étre un facteur clé dans la régulation de cette dei biosynthése via 'accumulation d’acide

abscissique.

Pour la premiere fois, grace a des techniques natinolocalisation, nous avons
observé la localisation des deux dernieres enzylads voie des phénylpropanoides : la LAR
et '’ANR. L’évolution de cette localisation au cseutte la maturation de la pellicule du raisin a
travers les compartiments intracellulaires et pamé confirme I'hypothése d’'une synthése

situ des tannins pariétaux.

Ainsi, selon les tannins considérés et leur loatibm définitive, leur synthese serait
assurée par des complexes enzymatiques localipésx@mité de leurs sites d’accumulation
(Figure 96) :

- pour les tannins intracellulaires et une parée thnnins pariétaux accumulés
au cours de la premiere phase de croissance adtéiveynthese semblerait étre
localisée au niveau du complexe RE-noyau et desgslal es tannins synthétisés dans
la cellule pourraient étre exportés plus tard dassparois par les mécanismes de

transport vésiculaires et membranaires : au coerta diéraison, la localisation de la
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LAR et de 'ANR au niveau des vésicules golgieneesdes structures fibrillaires
confirme cette hypothese d’un transport vésiculeéns la paroi.

- pour les tannins pariétaux observés pendant tarateon, I'hypothése d’'une

synthésein situ dans la paroi semble étre privilégiée puisqueelesymes sont trés

majoritairement localisés dans ce compartiment.
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Figure 96 : Schéma du modéle de trangport des flavonoides par des vésicules membranaires,

d’aprés Zhao et Dixon (2009) et localisation des enzymes de la wvoie de biosyntheése des

phénylpropanoides.

Abrevintions: AVI, nchusions vacudlaires contenant des anthocyanes ; PVC, Struchires prévacuoltives | FSV, vacuoles

de stockage de protéines

hydracylase ; 4CL, dcowmarate © coernzyime A lignse ; CHI, chalcone isoménase

s TGN, résemu trans-Golgien, FAL : phényialanine ammania-lyase
; CHS, chalcone synthase

; CHH, cimmmate-4-
s LARY,

leticoanthocyanidine réductase 1 LAR?, levuccanthocyanidine rédbictase 2 ; ANR, anthocyanidine réductase.
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[0 Localisation pariétale des tannins

L'objectif de ce chapitre était d'étudier les tarm pariétaux en combinant une
approche biochimique et microscopique afin d’apgrodies éléments nouveaux sur les modes
de liaison des tannins avec certains composeés taaxiéet de mieux appréhender les
mécanismes qui pourraient influencer leur extradgbet leur diffusion dans les modts. Les
résultats obtenus apportent des données nouvedleseimant la localisation des tannins
pelliculaires, leur évolution a travers les difféise compartiments cellulaires au cours de la
maturation de la baie, leur complexation avec lemposants pariétaux et ainsi leur

extractibilité.

L'approche en microcopie confocale nous a perposy la premiéere fois, de montrer
la présence de tannins dans les parois celluleimes le raisin. Au cours du développement de
la baie, la répartition des tannins au sein deelficple évolue : les tannins sont localisés en
guantité importante dans les vacuoles des assisésndes au début de la maturation puis
localisés préférentiellement dans la paroi dessasdes plus externes en fin de maturation.
Cette technigue a également permis d'estimer legpgotions des tannins entre les
compartiments cellulaires étudiés. Si les propogiestimées sont peu différentes entre les
tannins vacuolaires et les tannins pariétaux dansale verte, il n’en est pas de méme a

maturité ou les tannins pariétaux peuvent représ&W du pool tannique total.

L’approche biochimique montre qu'au « cceur de laipeellulaire », une partie des
tannins, faiblement ou moyennement polymérisést giggés entre les fibrilles de cellulose
et d’hémicellulose, composés qui constituent Im&aigide de la paroi. Un second groupe de
tannins, un peu plus gros que les précédentspagtlexé avec les pectines et la trame rigide
de la paroi. L’association de ces tannins semhpemigre fortement de I'activité des enzymes
pectolytiques. Enfin, la majorité des tannins, piss polymérisés, semblent étre localisés en
périphérie du maillage pariétale. Ainsi, il semhleique les teneurs en tannins de la paroi

soient directement liées a l'ultrastructure patéta
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[0 Ultrastructure de la paroi et enzymes pectolytiqirME et PG)

Pour la premiére fois, chez le raisin, une étudimpiéte portant sur I'évolution de
l'ultrastructure des parois cellulaires de la pellé au cours de la maturation de la baie a été
réalisée. Ce travail, par une analyse de I'évafutie |'ultrastructure des parois, du suivi de
I'activité et de I'expression des genes et de talisation cellulaire des protéines en partie
responsables de la dégradation des structurestgdesiéavait pour objectif d’expliquer les
modifications physiques de la pellicule de raisiabaie verte a la récolte.

Nos observations ont permis d'évaluer les modifices structurales des parois
cellulaires de la pellicule au cours du développarde la baie. L'épaisseur des parois est liée
au stade de développement et aux pressions exdmdedes phases de croissance mais
dépend également des conditions climatiques ebmmotnt de I'état hydrique de la plante qui,
via I'équilibre hormonal (ABA/AIA), semble étre ufacteur clé dans la régulation des

mécanismes impliqués lors de I'arrangement du agelipariétal.

Notre étude débute au cours de la croissance blaida au stade fermeture de grappe
au moment ou les divisions cellulaires diminuerneejrandissement cellulaire commence. Le
métabolisme des cellules est actif se traduisamt des teneurs en ADN élevées et
I'expression d’'un grand nombre de génes dont la RMER PG. La localisation nucléaire et
cytoplasmique de ces protéines traduit ce phénontériee le stade fermeture de grappe et la
fin de la véraison, nos résultats montrent un factivité et d’expression du géne codant pour
la protéine PME. La localisation de cette protéiaes les vésicules golgiennes et au niveau
de structures fibrillaires nous a permis de cordirhe schéma d’export de cette protéine vers
la paroi proposé par Micheli en 2001. De plus, Ergnage de ces structures par les anticorps
JIM5 et JIM7 confirment, d’'une part la synthéseraecde pectines durant cette période et
d’autre part la présence de deux formes, activiaagtive de la PME dans le compartiment
intracellulaire. A ce stade, la protéine PG a peypas été déetectée dans les parois cellulaires.
Or, nous avons pu voir que l'action de la PME fitaill d'une part, la digestion des pectines
par la PG et produisait €également des chaines aigalacturonanes plus acides. Ces résultats
permettent donc, d’émettre I'hypothese selon ldquéhcidification des parois par la
deméthylestérification des pectines sous l'actietadPME, entre la fermeture de grappe et la

fin de la véraison, entrainerait des modificati@imysico-chimiques de la structure pariétale
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augmentant |'élasticité du maillage pectique etrptant aux cellules de résister a la pression
de turgescence induite par le grandissement ce#uléinsi, I'épaississement des parois
radiales et tangentielles constaté du stade fermeli grappe a la fin de la véraison pourrait
s’expliquer en partie par l'action de la PME: emnuthylestérifiant les chaines
homogalacturoniques, la PME libérerait des groupgsnearboxyles qui interagiraient avec
les ions calcium et créeraient un gel pectiqueaémant un épaississement et un renforcement
de la paroi étayé par des dépots de callose aguied (Carpinet al, 2001 ; Dunanett al,
2002).

A la fin de la maturation, I'épaisseur des pamafiulaires diminue en lien avec la
quantité de pectines plus ou moins méthylées. L& BB principalement cytoplasmique et la
PG pariétale. Paralléelement a ces observationsostopiques, nos résultats biochimiques et
transcriptomiques montrent une activité de la PMiSiaju’une transcription des génes PG au
cours de la seconde phase de maturation. Celarmenffaction concomitante de ces
enzymes : la protéine PME en déméthylant les pestiaciliterait leur digestion par la PG,
entrainant la dégradation du réseau pectique dilagpaipariétale et donc le ramollissement
du fruit. Sachant que la déméthylation des pectpesla PME, augmente les zones de
jonctions des chaines homogalacturoniques en famria formation d’interactions de type
«egg box» avec les ions calcium (Rees, 1982) renforcamsi da cohésion pariétale, la
compétition entre les ions calcium et la PG ex@iqit que peu de tannins soient piégés entre

les pectines et la trame rigide de la paroi compaksécellulose et d’hémicellulose.

Ces résultats confirment donc I'action conjointe@®ME et de la PG pour modifier
'agencement du maillage pariétal, la PME devant eg amont de la PG. L’action de ces
enzymes, plus ou moins régulée par les conditidingatque via I'équilibre hormonal, va
impacter directement I'épaisseur des parois ddsleglde pellicule ainsi que les possibilités
d’accessibilité des composés pariétaux pour d'éxdles liaisons avec les tannins par

exemple.
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[0 Une évaluation de la texture par une double appgrochbhysique et

sensorielle

Nous avons pu observer a travers I'étude fondarteentee évolution de la structure et
de la composition de la pellicule de raisin au sowle sa maturation a I'échelle
microscopique, moléculaire et biochimique. L'objefihal de ce travail était de savoir si ces
modifications pouvaient étre perceptibles a I'éghehacroscopique et s’il était possible de
proposer aux viticulteurs des outils permettanvalidéer la texture du fruit et sa qualité au

moment de la vendange.

Les méthodes de détermination de la qualité dunras de sa maturité optimale
proposés aujourd’hui aux professionnels, sont plusoins complexes, longues et colteuses
et n'integrent pas les parametres de texture péantede définir la fermeté du fruit pouvant
étre en lien avec la diffusion des composés d@téenologique. Pour essayer de proposer de
nouveaux outils permettant de mieux évaluer la nitatet la texture de la pellicule, nous
avons développé deux approches : une premiére @pmpbmsée sur des mesures physiques de
la pellicule et une seconde approche utilisantigse sensorielleia la dégustation des baies

de raisin.

Nos résultats ont montré que les mesures physkfuéanalyse sensorielle pouvaient
décrire de maniére fine I'évolution de la textueela pellicule au cours de la maturation.

L’étude physique et sensorielle de la texture ampe de mettre en évidence une
corrélation entre les mesures physiques et lesresitsensoriels indiquant que les outils
(pénétrometre et Aw) et les descripteurs utilisstilude a I'écrasement et a I'égrenage,
adhérence pulpe-pellicule et dilacération) éta@ah choisis. Avec les deux approches, nos
résultats montrent une tres bonne discriminatichnsiades de développement et de la texture
en fonction du millésime Par contre, la différeticia des cépages et des parcelles n’est

possible qu'avec les mesures physiques.

[1 Perception tannique des parois

De maniére similaire a I'étude de la texture dpdHicule, nous avons voulu voir s'il
était possible par une double approche, sensor&llanalytique, d’évaluer le potentiel
245



Conclusions générales et perspectives

tanniqgue des pellicules et de déterminer une éedatuypicité des raisins de la région
bordelaise.

Nos résultats ont montré qu’en ce qui concerneol@mposante tannique, I'analyse
chimique et sensorielle en tant qu’outil pratiqeedéfinition de la maturité ne peut pas étre a
ce jour utilisable puisque la discrimination dekatillons s’avére insuffisante.

Ainsi, il est difficile d’utiliser ces critéres came « descripteur type » car ils semblent
avoir des « poids différents » : I'effet parcelféeate uniguement les teneurs en tannins et la
perception de l'astringence alors que le millésiafiecte uniquement le pourcentage de
galloylation des tannins et la perception d’'amegduires ACP réalisées avec I'ensemble des
criteres chimiques et sensoriels montrent qu'ilpestsible par cette méthode de discriminer
les différents stades de maturation des pellicoias aucune corrélation dans ce sens n'a pu
étre établie dans notre travail. Par contre, I'étadimique et sensorielle du profil tannique a
montré que le cépage influencait I'ensemble ddsres : il estlonc possible par les mesures
des teneurs en tannins, de leur DPm et du pougerda galloylation, la perception de
I'astringence et de I'amertume, de différencier tksux cépages principaux de la région
bordelaise : le Cabernet-sauvignon et le Merlotsnikiest impossible de différencier les

appellations bordelaise entre elles.

[0 Relation texture et Deqgré de Polymérisation (DPe¥) téhnnins

L’ensemble de notre travail a démontré que selotél®ulement chronologique des
phases de réorganisation des parois et leur nidealégradation, les tannins pouvaient étre
plus ou moins «intégrés » dans le maillage pdriétace, en fonction de leur degré de
polymérisation. Leur capacité a se lier aux paoaBulaires et la dégradation de celles-ci
influenceraient donc leur extractibilité et la camspnte sensorielle tannique. L’'analyse
sensorielle et chimique de la composante tannigigsdnt penser que les descripteurs utilisés
pouvaient étre influencé par la texture de la roefnine étude des corrélations possibles entre
les mesures physiques de texture et le DPm desntaanété entreprise. Cette étude a été
menée pour les trois millésimes, a deux stadesé&eloppement : le premier stade dit
intermédiaire aprés la fin de la véraison et leosdca la récolte. La Figure 97 présente les
ACP effectuées pour les 2 stades étudiés : inteainéd. et récolte. Pour chacune des ACP,
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les variables étudiées correspondent aux mesuresgples d’évaluation de la texture de la
pellicule (pénétrométre et Aw) et au degré de pélysation. Aux deux stades étudiés, stade
intermédiaire et maturité, les deux premieres ca@aptes principales rassemblent
respectivement 82,67% et 81,68% de la variancéetdtas trois variables utilisées corrélent
négativement avec l'axe 1, et permettent une disodtion des parcelles en fonction du

millésime.

La mise en relation des mesures physiques detiaréeet du DPm des tannins semble
permettre de discriminer les millésimes entre euxianc de rendre compte du potentiel
tanniqgue de la pellicule et ainsi de I'extractii@lides tannins en prenant en compte les
variations de la texture de la pellicule et en famrcdes conditions climatiques du millésime.
Ces résultats rejoignent les observations de labte de notre étude selon lesquelles,
I’évolution de l'ultrastructure de la pellicule &a composition tanniqgue et notamment

pariétale, different en fonction du millésime etdigré de maturité des baies a la récolte.

Nous avons pu constater a travers I'étude fond&ateerqu’en fonction dunillésime,

le DPm des tannins pariétaux était variable etl gginblait étre liée au niveau de cohésion
des parois par son association entre les pectinagrame rigide. Il pourrait étre envisageé que
I'association de tannins aux composés pariétavenpun réle dans la texture de la pellicule
en modifiant 'accessibilité des sites d’action éezymes pectolytiques et ainsi la cohésion
pariétale et la « dureté pelliculaire ». En effes, tannins fortement polymérisés, de part leur
localisation plutét externe au maillage pariétabugpaient bloquer les sites d’action des
enzymes pectolytiques et empécher la désorgamsaes polysaccharides. Au contraire,
lorsque ces tannins sont moins polymérisés, ilg $ocalisés a lintérieur du maillage
pectique. Les sites d’action des enzymes pectolgtigseraient ainsi plus accessibles et
I'action de la PME et de la PG facilitée. De pllessDPm des tannins étant impliqué dans la
sensationd’astringence en augmentant les interactions Egeprotéines de la salive, on peut
se demander si I'évaluation de ce critere n’estghas proche du registre de I'évaluation de la
texture que de celui de la composante tanniqueertErainant un panel sur I'évaluation de
I'astringence, ce critére pourrait a terme, étneéée aux outils de mesures physiques de la
texture, dans le but d’évalugrar la texture de la pellicule, son potentiel tannique et par

extrapolation I'extractibilité des tannins.
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[0 Perspectives

Notre travail a permis d’apporter des éléments raux mais de nombreuses questions
restent en suspens et différents prolongementsjva@au fondamental ou appliqué, peuvent

étre envisages.

Le choix du réseau parcellaire de la Faculté dlogie de Bordeaux pour notre étude
avait pour objectif de mettre en évidence une tipides raisins pour chacune des
appellations bordelaises. A travers I'étude sepfiertle la composante tannique, nous avons
pu constater que la dégustation des baies ne parhpets de différencier les parcelles au sein
de la région bordelaise. Une des caractéristiqesswihs de bordeaux reposant sur une
identité tannique, une étude élargie sur differenégions viticoles en France pourrait valider
ou infirmer la notion de typicité régionale pous laisins. Cependant, pour qu’une telle étude
Soit envisagée, il semble important de précisedetredéfinir les criteres chimiques et
sensoriels de la composante tannique de la pdli®lusieurs pistes sont envisageables. Les
criteres chimiques pourraient étre élargis au pmpniege de flavan-3-ols et plus
particulierement de (+)-catéchine et d'(-)-épichtge, mais aussi aux teneurs en dimeres,
triméres et oligomeres. Un entrainement du jury kurperception d’astringence et
d’amertume sur des matrices solides pourrait egaiératre envisage : plusieurs fruits ou
légumes sont définis comme fortement amer ou g&tnity I'évaluation de ces criteres sur du
pamplemousse, des feuilles d’endives ou d’épinaalgrait étre mis en place. Ce travall
permettrait en plus de mieux relier 'analyse seefie des critéres tanniques a la définition

de la texture.

Concernant I'évaluation de la texture de la peléc les valeurs données par le
pénétromeétre s’averent étre de bons indicateuns.f&ble colt, sa facilité d’utilisation et sa
performance font de cet appareil un outil pratiguvelopper aupres des professionnels pour

évaluer la texture de la pellicule au cours de ddumation.

La recherche de marqueurs de maturité pelliculames a conduits a tester la
cartographie de composants cellulaires a travarz techniques : I'IlMS et la SIMS. La mise

au point d'un systéme de calibration adapté aukcptds pour faciliter I'identification de
249



Conclusions générales et perspectives

composés par I'IMS est en cours. Concernant lanigake SIMS, les résultats obtenus sur des
coupes semi-fines de pellicules peuvent confortertames observations réalisées en
microscopie et donc a la méme échelle. Ainsi, pettectechnique, il serait intéressant
d’évaluer les teneurs en Cat Mg de la pellicule, les résultats pouvant servir digateurs
sur I'état de dégradation des parois et par exkatipa sur I'extractibilité des tannins

pariétaux.

L'étude des tannins pariétaux par la microscopmmfancale mériterait d’étre
poursuivie. En effet, les différences dans les spsa’émission des différents constituants
des polymeéres tanniques font de cette techniquemétbode potentielle de caractérisation
des tannins pariétaux. A I'échelle cellulaire, @érat possible, en jouant sur les différentes
longueurs d’onde d’excitation et d’émission, defaténcier les vacuoles contenant des
tannins de celles contenant des anthocyanes, ca& cgijour est impossible en microscopie

électronique.

L’étude du transport des tannims la microscopie confocale peut étre envisagée. A
ce jour, les études menées nécessitent la gendsandéormant le plus souvent en systémes
hétérologues. L'étude en vidéo-confocale sur celtellulaire de vigne serait une approche

différente mais également intéressante.

L’étude de la voie de biosynthese des tannins rpiiuétre complétée par la
localisation des acteurs situés en amont de la EARANR, comme la dihydroflavanol
réductase ou la leucoanthocyanidine dioxygénase. i@®rmations confirmeraient ou
infirmeraient la présence de complexes multienzigoas a proximité des sites

d’accumulation des tannins et particulierement desparois.

Pour finir, il serait intéressant d’étudier learims pelliculaires des raisins de cépage
blanc comme nous l'avons fait sur le Cabernet-gmon. Les difféerences observées
compléteraient les connaissances actuelles sur Hmsiynthese, leur localisation et leur
extractibilité.
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Résumé

Localisation et caractérisation des tannins dans lIgellicule du raisin : impact de
I'organisation physico-chimique des parois cellulaes sur la composante tannique, la
qualité du fruit et la typicité des raisins de Boraaux.

La maturation de la pellicule du raisin est un pmhméne complexe, caractérisé par de
nombreux changements structuraux importants et I|f@ocumulation de composés
cenologiques tels que les tannins. Malgré leurs rigt@s biologiques et organoleptiques
essentielles pour la qualité des fruits et des, yaa de travaux concernent I'organisation et la
localisation de ces composés au sein du tissucpkire. Dans la pelliculeles tannins
peuvent étre plus ou moins liés aux constituaritalages modulant ainsi leur extractibilité
lors des processus de vinification.

Notre travail, basé sur des approches biochimigmedgculaires et microscopiques, apporte
des données nouvelles sur la biosynthese, la $at@in et 'organisation des tannins dans la
pellicule. Au sein de ce tissu, nous avons soulignégortance des tannins pariétaux et
montré que leurs caractéristiques physico-chimigiégendaient entre autre des changements
structuraux des parois. Ainsi, cette organisatiaractérise en partie la texture de la pellicule
et conditionne la qualité du fruit. Pour appréhentolution des critéres de texture de la
pellicule au cours de la maturation du raisin, dlgge sensorielle des baies et la mesure par
pénétrométrie s’averent étre des outils pertinents.

Mots clés: pellicule du raisin, tannins, biosynthese, l@alon, paroi cellulaire, texture,
analyse sensorielle, pénétrométrie.

Localization and characterization of grape skin tamins: impact of cell wall
physicochemical organization on tannin component,rdit quality and typicality of the
Bordeaux grapes.

Skin grape maturation is a complex phenomenon,achetized by an important number of
structural changes as well as by phenolic compoandsmulation (i.e. tannins). Despite their
biological and organoleptic properties in fruit amihe quality, few studies report both
tannins organization and localization in skin tesstn skins, tannins may be more or less
related with cellular components, modulating theitractability during winemaking process.

Our work, based on biochemical, molecular and rnsimopic approaches reveals new data on
skin tannins biosynthesis, localization and orgatnin. Within this tissue, we highlighted the
parietal tannins importance, we evidenced that thieysicochemical characteristics depend
among other structural changes on cell walls. Tkhis, organization partially characterized
the skin texture and affects fruit quality. To urgdand the evolution criteria for skin texture
during grape berry ripening, sensory analysis aedsurements by penetrometer proved to be
relevant tools.

Keywords: grape skin, tannins, biosynthesis, localizatiofi,well, texture, sensory analysis,
penetrometer.
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