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Résumé - Abstract

Résumé

La vigne (Vitis vinifera L.) est naturellement affectée par 1’abscission et la chute des
fleurs (coulure) durant le développement des inflorescences. Ce phénomene est dépendant de
facteurs physiologiques et environnementaux et tous les cépages y sont sensibles a un degré
plus ou moins important. Les causes exactes de la coulure demeurent encore inconnues a ce
jour. Dans ce contexte, nous nous sommes focalisés sur le métabolisme des sucres dans les
inflorescences durant le développement des fleurs en utilisant des cépages de sensibilité
différente a la coulure. Nous avons travaillé sur des plantes cultivées au vignoble et nous
avons optimisé un systéme expérimental mimant le développement floral en conditions
contrdlées a partir de boutures fructiféres.

De nombreux critéres de différenciation existent entre le Gewurztraminer (GW), cépage
sensible a la coulure et le Pinot noir (PN), cépage peu sensible. Ainsi, les structures
reproductrices males et femelles de PN se développent plus précocement que celles de GW.
De plus, les teneurs en glucides (amidon, saccharose, glucose et fructose) des inflorescences
différent entre les deux cépages lors du développement floral, notamment entre les stades 15
et 17, période des méioses polliniques et ovulaires et stades clés dans le développement
reproducteur. Les différences constatées se manifestent, entre autres, par la présence
d’amidon dans les ovules de PN, contrairement a ceux du GW. La mesure des activités
enzymatiques du métabolisme glucidique ont confirmé que, durant la période 15-17, les deux
cépages utilisent les sucres de maniére différente. Nous avons par ailleurs démontré
I’existence d’une photosynthése nette positive dans les inflorescences des deux cépages, avec
des intensités fluctuantes, notamment entre les stades 15 et 17. La tolérance plus importante a
la coulure du PN pourrait donc résulter d’un métabolisme glucidique différent, permettant
d’éviter toute carence glucidique lors de la méiose en cas de stress environnementaux.

Afin de confirmer I’impact de la physiologie des glucides dans le développement floral,
nous avons tenté de perturber le métabolisme carboné en agissant sur la mise en réserve dans
les organes pérennes, au vignoble et sur boutures fructiféres. Les résultats obtenus démontrent
dans les deux cépages I’importance de la mise en réserves de I’été ,, sur la floraison de 1’année
a1 €t ce, a la fois sur le nombre d’inflorescences par pied et sur le nombre de fleurs par

inflorescence.

Mots clés : coulure, floraison, métabolisme glucidique, photosynthése, réserves carbonées,

structures reproductrices, Vitis vinifera L.
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Abstract

Grapevine (Vitis vinifera L.) is naturally affected by flower abscission in various extents
depending on cultivars, meaning that flowers abort during their development. This abscission
may be caused by both physiological and environmental factors. In this context, we focused
on the analysis of carbon metabolism in the inflorescence during flower development using
the sensitive Gewurtzraminer (GW) and the low sensitive Pinot noir (PN) cultivars grow in
vineyards. In parallel, we optimized a protocol to obtain flowers under controlled conditions
enabling to get inflorescences that mimic vineyard grown inflorescence development.

Numerous differences were detected between GW and PN i.e. male and female organs
develop more precociously in PN than in GW. Carbohydrate (starch, sucrose, glucose and
fructose) levels in inflorescences differ between the two cultivars during the whole of floral
development, especially between stages 15 and 17, corresponding to the key male and female
meiosis. At this stage, one of the main differences consist in the presence of starch in the
ovules of PN, in the contrary of GW. The assay of carbohydrate related enzyme activities
confirmed that between stages 15 and 17 PN and GW metabolize sugars differently. Besides,
we have shown that photosynthesis occurs in the inflorescence with different intensities in PN
and GW, in particular between stages 15 and 17. The greater tolerance of PN to flower
abscission may thus result in different carbohydrate metabolism enabling to avoid sugar
starvation during meiosis when environmental stress occurs.

In order to confirm the impact of sugar physiology during flower development, we did
perturb carbohydrate metabolism acting on reserve accumulation in perennial organs and
using both vineyard grown plants and fruiting cuttings. Our results indicate in both cvs. that
reserve restoration during the year , conditions the number of inflorescences per plant and the

number of flowers per inflorescence developing during the year ..

Keywords: carbohydrate metabolism, carbohydrate reserves, coulure, flowering,

photosynthesis, reproductive structures, Vitis vinifera L.
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Tableau 1. Différences entre les genres Vitis et Muscadinia (Mullins et al. 1992).

Vitis Muscadinia
Lenticelles absentes présentes
Vrilles fourchues simples
Graines ovoides, chalaze lisse allongées, chalaze plissée
Moelle discontinue continue
Phellogéne profond sous-épidermique
Phloéme tangentiel radial
Nombre de chromosomes 2n =38 2n =40
Nombre d’espéces identifiées 59 3
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Introduction 1

1. LaVigne

1.1. Présentation botanique et historique régionale

1.1.1. Présentation botanique

La vigne, plante angiosperme dicotylédone, est une liane de la famille des Vitacae,
anciennement famille des Ampelideae (Planchon 1887). Cette famille, associée aux familles
des Rhamnaceae et des Leeceae, forme ’ordre des Rhamnales (Chadefaud et Emberger
1960). Les Vitaceae sont, pour la plupart, des lianes ligneuses ou herbacées, ainsi que des
arbustes a tiges sarmenteuses. Morphologiquement, elles sont caractérisées par la présence de
vrilles ou d’inflorescences opposées aux feuilles. L’évolution de cette famille aurait pour
origine un ancétre asiatique similaire au genre Cissus (Lavie 1970). La classification de
Planchon (1887) propose une systématique des Vitaceae composée de 10 genres. Ces genres
sont caractérisés par des fleurs pentameéres (excepté le genre Tetrastigma) et un nombre de

chromosomes 2n = 40, a I’exception du genre Vitis chez lequel 2n = 38.

Le genre Vitis comprend environ 60 espéces localisées principalement dans les zones
tempérées de I’hémisphére nord (Asie, Amérique et Europe). Sa classification est
particulierement difficile du fait de sa répartition géographique. Il est divisé en 2 sous-genres,
Euvitis et Muscadinia (Planchon 1887). Ces 2 sous-genres sont numériquement différents :
Muscadinia regroupe 3 espéces cultivées au Mexique et aux Etats-Unis alors qu’Euvitis
comprend environ 40 espéces localisées en Asie orientale et en Amérique du Nord. En Europe
et Asie occidentale, seule 1’espéce Vitis vinifera L. représente le sous-genre Euvitis. Des
différences morphologiques, anatomiques et génétiques existent entre ces 2 sous-genres
(Tableau 1). Néanmoins, leur séparation n’est pas unanimement acceptée bien qu’il n’existe
pas d’hybrides naturels et que 1’hybridation artificielle entre 2 espéces de ces sous-genres est
complexe, notamment a cause du nombre de chromosomes. En effet, le sous-genre Euvitis
posséde 2n = 38 chromosomes et le sous-genre Muscadinia 2n = 40. De plus, des barriéres de
croisement entre ces deux sous-genres existent comme les barriéres écologiques (habitats trop
différents) et les barriéres phénologiques (décalage dans la floraison) : toutes ces différences
expliquent la difficulté de croisement entre les especes de ces deux sous-genres. Parmi le

sous-genre Euvitis, aucune barriére génétique n’est présente et les espéces sont interfertiles.
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Les cépages (ou cultivars) sont les variétés de ’espéce Vitis vinifera L. résultant de
croisements naturels ou de sélections par les viticulteurs. Dans le genre Vitis, I’espéce
Vitis vinifera L. est la plus répandue avec environ 10 000 cépages connus (Mullins et al.
1992). A I’origine dioique, la plupart des cépages de Vitis vinifera L. est actuellement
hermaphrodite, ce qui en a fait une plante plus facilement cultivable (Mullins et al. 1992). De
plus, le nombre de cépages actuels est dii aux nombreux croisements naturels ainsi qu’aux
diverses sélections des viticulteurs et chercheurs. Tous les cépages de cette espéce, bien
qu’interfertiles, ont une morphologie et une répartition géographique différentes. Cette
répartition est autant due aux spécificités des cépages qu’aux travaux de sélection des

hommes (Mullins et al. 1992).

1.1.2. Historique régionale

Les plantes du genre Cissus, considérées comme les ancétres des vignes actuelles,
étaient présentes en France et jusqu’aux zones polaires a I’ére Tertiaire. A cette époque, les
vignes du genre Vitis se sont développées, puis durant les périodes glaciaires du Quaternaire,
elles se sont surtout acclimatées aux régions plus tempérées comme le pourtour

méditerranéen, la mer Noire et le Moyen-Orient (Simon et al. 1977).

Bien que présente en France depuis 1’ére Tertiaire, la vigne n’a été cultivée qu’apres
I’importation de vin de Grece et d’Italie. Sa culture a d’abord débuté preés de Marseille et dans
le Languedoc vers 125 avant J.C. Ce n’est qu’au I* siécle aprés J.C. que la viticulture a atteint
la vallée du Rhéne et le Bordelais, au II ou III° siécle aprés J.C. la Bourgogne et au IV® les
bords de la Loire, la Champagne et la vallée de la Moselle (Johnson 1989). Les religieux
permirent un développement important de la viticulture et son expansion grace au besoin de
vin pour la messe (Mullins et al. 1992). Ainsi, de nombreux religieux devinrent viticulteurs et

vinificateurs. L’appellation ‘‘vins de Champagne’’ fut énoncée la premicre fois sous Henri IV

3 3

quand les anciens ‘‘vins d’Ay’’ regurent une distinction particuliére parmi les ‘‘vins de
France’’. Cependant, les vins de Champagne n’étaient pas pétillants a cette époque. Souvent
attribué a Don Pérignon, le pétillant des vins était déja connu a Londres dés 1663 ou des vins
de Champagne pétillants étaient bus (Johnson 1989). Enfin, au début du XX° siécle, de
nombreuses lois et décrets furent publiés afin de contréler la circulation des vins et de fixer
les limites de production du Champagne. La Premiére Guerre Mondiale provoqua une baisse

de 1’activité vinicole champenoise. Celle-ci redevint ensuite trés active et sujette a de
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nouvelles dérives qui furent limitées par la création des Appellations d’Origine Contrdlée
(A.O.C) en 1935 et des Vins Délimités de Qualité Supérieure (V.D.Q.S.) en 1949 (Johnson
1989).

1.1.3. Superficie et productions des vignobles

De nos jours, la superficie mondiale des vignobles s’étend sur 7,9 millions d’hectares et
est toujours en progression avec 1’augmentation des surfaces en Australie (Dutruc-Rosset
2001). L’augmentation de cette surface s’explique par I’augmentation des températures a la
surface du globe. En effet, la vigne est capable de se développer dans une région si celle-ci
subit une période seche suffisamment longue et si les températures au printemps sont
supérieures a -5°C. L’optimum de température pour la culture de la vigne se situe entre 21 et
32°C selon les régions (Kriedemann 1968 ; Stoev et Slavtcheva 1982 ; Downton ef al. 1987).
Le vignoble mondial est donc principalement localisé dans les hémisphéres Nord et Sud

compris entre les isothermes 10°C et 50°C (Mullins et al. 1992) (Fig. 1).

Le vignoble francais est le 2™ européen en terme de superficie avec 917 000 hectares
(Aigrain 2002) et sa production correspond a 20% de la production mondiale. Les vignobles
du Sud de la France produisent presque la moitié des vins frangais et 10% de la production
mondiale. Le vignoble champenois représente environ 3 % des superficies consacrées a la
viticulture en France et est divisé en 5 zones de production : la Montagne de Reims, la Vallée
de la Marne, la Cote des Blancs, la Cote de Sézanne et la Cote des Bar (Fig. 2). L’ensemble
de ces zones couvre une surface supérieure a 30 000 hectares. Le Chardonnay, le Pinot
Meunier et le Pinot noir sont les 3 principaux cépages cultivés pour la fabrication du
champagne : la culture de chaque cépage représente environ 1/3 de la surface totale.
Cependant, d’autres cépages comme Arbanne et Petit Meslier peuvent étre cultivés et

bénéficier de I’appellation ‘‘Champagne’’.

En Champagne, le chiffre d’affaires de la profession en 2004 était de 3,6 milliards
d’euros pour 300 millions de bouteilles vendues. Ces ventes de Champagne profitent a
I’ensemble de 1’économie locale: cette activité rassemble en effet la profession viti-vinicole et
d’autres secteurs d’activités tels que la fabrication de bouteilles, de bouchons, I’emballage...

De plus, le nombre de bouteilles vendues ne cesse d’augmenter depuis 1945 avec une hausse
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de la part des exportations (Fig. 3) et a méme augmenté de 50 millions de bouteilles (soit

20%) depuis “‘le passage au 21°™ siécle’” (Fig. 4).

1.2. Le cycle de développement

En 1952, Baggiolini a décomposé le développement de la vigne en 16 stades
phénologiques désignés par des lettres (A a P). La tendance fut ensuite d’affiner la description
du développement en subdivisant les stades existants afin de détailler plus précisément ces
derniers. Ceci amena Eichhorn et Lorenz (1977) a proposer une classification a 22 stades
repéres codée par un systéeme a 2 chiffres (de 00 a 50) (Fig. 5). Bien que précises, ces
classifications sont uniquement basées sur des critéres morphologiques externes et ne tiennent
donc pas compte de 1’évolution du développement interne, telle que le stade d’avancement

des structures reproductrices.

En tant qu’espéce pérenne, le développement de la vigne est entrecoupé d’une période
de repos correspondant, dans 1’hémisphere Nord, a 1’hiver. Un cycle annuel est la
superposition du cycle végétatif et du cycle reproducteur (Fig. 6). En Champagne, sur les 25
dernieres années, les cycles végétatif et reproducteur débutent mi-avril par le débourrement
des bourgeons, se terminent mi-septembre (aux vendanges) pour le cycle reproducteur et mi-

novembre pour le cycle végétatif (Fig. 6).

1.2.1. Le cycle végétatif

Apres 4 mois de repos hivernal, la vigne assure simultanément le développement et la
croissance de ses organes végétatifs (tiges, feuilles, racines) et reproducteurs (inflorescences
puis grappes) a partir de ses seules réserves. Durant 1’hiver, le bourgeon est en dormance et
est reconnaissable par son ‘‘ceil’” presque entiérement recouvert par deux écailles brunatres ;
ce bourgeon d’hiver est le premier stade des classifications (stade A-01) (Fig. 5). A la fin de
I’hiver, lorsque la température du sol s’¢éléve, la vigne entre en activité (Huglin 1986). Les
racines sont alors stimulées : elles absorbent I’eau et mobilisent les réserves accumulées
I’année précédente dans les parties pérennes sous forme d’amidon (Huglin 1986). La
mobilisation des réserves carbonées est visualisée par la présence de glucides solubles dans la

seve, principalement de glucose (0,4 mM) et de fructose (0,15 mM) (Glad 1992 ; Glad et al.
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M-35 N-38 041 P-43
Véraison Maturité Aotlitement Chute des feuilles

Figure 5. Stades repéres de la vigne selon la classification de Baggiolini (1952) pour les lettres et selon
Eichhorn & Lorenz (1977) pour les chiffres.
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1992). En absence de végétation, la séve brute s’écoule par les plaies de taille et favorise leur

cicatrisation : c’est le phénoméne des pleurs.

Vers la mi-avril, les bourgeons reprennent leur développement stoppé durant I’hiver et
gonflent a I’intérieur des écailles et de la bourre. Ce gonflement, appelé débourrement, est le
départ de la reprise d’activité du bourgeon et correspond au stade bourgeon dans le coton (B-
02) (Fig. 5). L’ceil continue a gonfler et a s’allonger jusqu’a laisser apparaitre la jeune pousse,
ou pointe verte, a travers la bourre (stade C-05) (Fig. 5). Les feuilles, dont la base est encore
protégée par la bourre, apparaissent et forment des rosettes (stade D-07) (Fig. 5). Alors que la
bourre est rejetée hors des écailles, les premicres feuilles se dégagent totalement (stade E-09)
et présentent déja les caracteres spécifiques a chaque cépage (Fig. 5). Les feuilles se
développent ensuite jusqu’au mois d’aolt. Pendant leur croissance, les feuilles, d’abord
hétérotrophes, deviennent autotrophes vis-a-vis du carbone. Quand les feuilles atteignent la
moitié de leur taille finale, leur activité photosynthétique devient excédentaire (Koblet 1969)
de puits (utilisatrices de réserves), elles deviennent alors sources (exportatrices de glucides).
A T’échelle de la plante, le bilan de la nutrition carbonée montre un basculement entre
I’hétérotrophie (utilisation des réserves prioritaire) et 1’autotrophie (utilisation des
photoassimilats) environ 2-3 semaines avant la floraison (Zapata 1998 ; Zapata et al. 2004b).
A partir de cette période, les feuilles dgées peuvent assurer leur propre nutrition ainsi que
celle des jeunes feuilles (encore hétérotrophes), des organes reproducteurs, des racines et des
tiges en croissance. Elles contribuent également a la reconstitution des réserves au niveau des
organes pérennes (racines, cep, sarments) (Zapata 1998). Du stade F-12 (grappes visibles) au
stade O-41 (aolitement), les classifications ne se basent plus sur ’aspect des feuilles mais sur
le développement des inflorescences puis des grappes. Bien que s’amorcant des la véraison
(stade M-35), la lignification des sarments principaux n’est vraiment visible qu’aprés la
maturation des baies, c’est I’aolitement (stade O-41) (Fig. 5). Enfin, courant novembre, les

feuilles jaunissent, brunissent puis chutent progressivement (stade P-43) (Fig. 5).
1.2.2. Le cycle reproducteur de la vigne
Chez la vigne, le développement reproducteur s’effectue sur 2 années successives et est

interrompu pendant ’hiver. Les inflorescences sont en effet initiées durant 1’été ,,_;, puis leur

développement s’arréte en hiver lorsque les primordia entrent en dormance (Mullins et al.
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1992 ; Boss et al. 2003). La floraison peut ainsi étre divisée en 2 périodes séparées par une
phase de dormance :

- la 17 période a lieu lors de I’année ,; et concerne des événements non visibles se
produisant & I’intérieur des bourgeons pendant 1’été. La formation du primordium par 1’apex
des bourgeons latents précede le développement de ce primordium indéterminé en
primordium inflorescentiel ou vrillaire. Les bourgeons latents entrent alors en dormance ;

- la seconde période a lieu I’année , et concerne des événements visibles. La formation des
fleurs débute peu avant le débourrement, puis leur développement jusqu’a 1’anthése

composent cette étape.
1.2.2.1. La formation des inflorescences chez la vigne

Dans les régions septentrionales, 1’initiation des inflorescences de vigne a lieu 1’été
précédant la floraison (année ,.;). Cependant, la période a laquelle elle débute est trés variable
selon les conditions environnementales du lieu de culture (Tableau 2) : dans certains cas,
comme pour le Shiraz en Australie (Srinivasan et Mullins 1981) et Vitis riparia au Canada

(Gerrath et Posluszny 1988), elle peut méme ne débuter qu’au printemps.

Une des caractéristiques de la vigne est la formation simultanée des primordia végétatifs
et reproducteurs sur le méme apex (Boss et al. 2003). Selon le cépage, I’apex du bourgeon
latent produit 3 a 8 primordia foliaires puis se divise en 2 parties égales. La partie opposée au
primordium foliaire le plus jeune est une protubérance méristématique, appelée Anlage ou
primordium indéterminé. Cette étape est la 1°¢ dans le développement des primordia
indéterminés et donc la 1 indication de la mise en place des inflorescences (Srinivasan et
Mullins 1976, 1981 ; Mullins ef al. 1992 ; Boss et Thomas 2002 ; Boss ef al. 2003). La
formation des premiers Anlagen (primordia indéterminés) a lieu au milieu de 1’été et se
produit dans les bourgeons latents présents a la base des rameaux récemment aotités (Mullins
et al. 1992). Les Anlagen apparaissent ensuite progressivement dans les bourgeons latents de
la base a la pointe des rameaux, en paralléle de 1’aoltement de ces rameaux (Mullins et al.
1992). Les méristemes indifférenciés poursuivent leur développement avec la formation d’une
bractée (dépression distale des Anlagen). Cette bractée s’agrandit en formant une structure en
col (Mullins er al. 1992). L’apex des Anlagen se divise ensuite pour former 2 ramifications
appelées bras : le bras intérieur est le plus proche de 1’apex alors que le bras extérieur est

proche de la bractée. Cette étape est capitale pour le développement reproducteur de la vigne
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Tableau 2. Période de ’initiation florale chez différents cépages et espéces.

Cépages/espéces

Lieu

Période de l'initiation
inflorescentielle

Auteurs

Vitis vinifera L.
Vitis spp.
Vitis riparia

Vitis vinifera L.
cv. Shiraz

Ankara (Turquie)

différents

Ontario (Canada)

Sydney (Australie)

Aot
Avant la dormance

Variable (normalement au
printemps)

Printemps

Aglaoglu (1971)
Allweldt et Balkema (1965)

Gerrath et Posluszny (1988)

Srinivasan et Mullins (1981)
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car les méristémes indéterminés a 2 ramifications ont la potentialité de produire des primordia
inflorescentiels, vrillaires ou caulinaires (Srinivasan et Mullins 1976, 1981 ; Mullins et al.
1992 ; Boss et al. 2003). Cependant, la formation de pousses a partir du méristéme

indifférencié est rare.

La nature future du méristéme indéterminé dépend de nombreux signaux internes
(hormones, réserves glucidiques,...) et externes (lumiére, température) (Srinivasan et Mullins
1981). Les gibbérellines interviennent ainsi dans le développement des méristémes
indéterminés (Srinivasan et Mullins 1980b). L’acide gibbérellique GAj3 (de 3 a 30 uM)
stimule ainsi I’initiation des primordia indéterminés et leur développement en vrille
(Srinivasan et Mullins 1980b) alors que la benzyl-aminopurine, une cytokinine, induit la
ramification des primordia indéterminés (Srinivasan et Mullins 1978) et le développement
d’inflorescences (Srinivasan et Mullins 1980a). Chez la vigne, les vrilles sont généralement
considérées comme des organes végétatifs (et donc stériles), bien qu’elles puissent étre jugées
comme des organes potentiellement fertiles (Mullins ez al. 1992 ; Boss et al. 2003). En effet,
les vrilles et les inflorescences ont la méme origine méristématique, le primordium
indéterminé ou Anlage, et seuls les stimuli induisent le devenir stérile en vrilles ou le devenir
fertile en inflorescences. De plus, de jeunes vrilles cultivées in vitro avec la cytokinine BAP
(6-(benzylamino)- 9H purine) ou la zéatine riboside se ramifient et se développent en
inflorescences : le développement du calice (ensemble des sépales) et de la corolle (ensemble
des pétales) est normal mais les fleurs ne possédent pas d’ovules et d’anthéres fonctionnels
(Srinivasan et Mullins 1978, 1979). Cependant, des applications de BAP (de 50 a 200 uM)
sur la pointe des vrilles récemment devenues inflorescences provoquent leur floraison et leur

nouaison avec des pépins viables (Srinivasan et Mullins 1978, 1979).

Les méristémes inflorescentiels sont formés suite a I’importante ramification des
méristémes indéterminés : le bras interne se divise et produit plusieurs primordia globuleux et
ramifiés qui formeront le corps de I’inflorescence (Scholefield et Ward 1975). Le degré de
ramification du bras interne diminue progressivement dans une direction acropéte (de la base
vers 1’apex) et donne ainsi une forme conique au primordium inflorescentiel (Srinivasan et
Mullins 1981). Le bourgeon latent entre en dormance apres la formation de 1 a 3 méristemes
inflorescentiels par bourgeon selon le cépage (Pratt 1971). Durant la dormance, les bourgeons

latents sont donc constitués d’inflorescences et de feuilles immatures (May 2000).
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Les bourgeons latents et les prompts bourgeons sont les 2 types de bourgeons de la
vigne (Mullins et al. 1992 ; Boss et al. 2003). Dans chacun de ces bourgeons, 3 primordia
indéterminés se développent. La principale différence entre ces bourgeons est 1’entrée en
dormance des bourgeons latents durant I’hiver et le débourrement des prompts bourgeons
I’année de leur formation (Mullins et al. 1992 ; Boss et al. 2003). Cette distinction induit les
devenirs différents des primordia indéterminés. Les primordia indéterminés des bourgeons
latents se développent ainsi majoritairement en primordia inflorescentiels alors qu’ils se
développent principalement en vrilles si le bourgeon se développe dans 1’année (prompt
bourgeon) (Mullins et al. 1992 ; Boss et al. 2003). Dans les bourgeons latents, la
différenciation de 3 a 8 primordia foliaires (selon le cépage) précéde la formation des
premiers primordia indéterminés (Boss et al. 2003). Ensuite, un primordia foliaire se
développera a I’opposé de chaque primordia indéterminé (Boss et Thomas 2002 ; Boss et al.

2003).

1.2.2.2. La formation des fleurs chez la vigne

Dans les régions septentrionales, le débourrement a lieu au printemps suivant la
formation des inflorescences (Mullins et al. 1992 ; Boss et al. 2003). Peu avant, quand les
bourgeons latents sont activés, les inflorescences immatures reprennent leur différenciation
avec la formation des organes floraux (Agaoglu 1971). La différenciation des fleurs a partir
des méristémes inflorescentiels des bourgeons latents est différente selon le cépage avec des
primordia floraux formés par groupe de 3 ou 5. En outre, le développement des différentes
parties des fleurs (sépales, pétales, étamines et pistil) est simultané dans le méme primordium
inflorescentiel (Mullins et al. 1992). Cependant, dans chaque fleur, les sépales sont les
premiéres structures a se développer. Les pétales puis les étamines et enfin le pistil se

développent ensuite les uns apres les autres (Mullins et al. 1992).

Le primordium des sépales est le premier visible. Le calice (ensemble des sépales)
prend la forme d’une bague et masque éventuellement le développement des sépales
individuels (Gerrath 1993). Les premicres étapes du développement floral ont lieu peu avant
le débourrement. A ce moment, les sépales protégent la fleur, puis dégénérent avant que les
inflorescences soient visibles : la protection des organes reproducteurs est alors assurée par

les pétales.
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Figure 7. Diagramme floral de la vigne (Gerrath 1993).
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Les pétales et les étamines se développent a partir de leurs primordia respectifs (Gerrath
et Posluszny 1988). Lors de leur croissance, les pétales traversent le calice, se soudent a partir
de leur sommet et se joignent pour former la corolle. Chez la vigne, la corolle est appelée
capuchon (Srinivasan et Mullins 1976, 1981). Cette structure protégera les organes
reproducteurs jusqu’a I’anthése, puis se séparera du reste de la fleur par I’action des filaments

staminaux (Pratt 1971 ; Srinivasan et Mullins 1976, 1981 ; Gerrath 1993 ; Boss et al. 2003).

Le gynécée (ensemble des carpelles de la fleur) provient de la fusion de 2 carpelles
formant un méristéme en boucle (Agaoglu 1971 ; Considine et Knox 1979 ; Posluszny et
Gerrath 1986). La croissance apicale de ce méristéme forme le pistil composé d’un petit style
et d’un stigmate discoide (Considine et Knox 1979). Deux loges séparées par un septum se
forment au niveau du gynécée (Agaoglu 1971 ; Gerrath et Posluszny 1988). Dans chaque
loge, 2 ovules anatropes se développent au niveau du septum. De plus, des nectaires lobulés

peuvent se former a la base des ovaires.

Chez la vigne, la fleur est donc composée d’un calice a 5 sépales jointes a leur base et
d’une corolle a 5 pétales soudés : le calice et la corolle sont alternes (Pratt 1971 ; Gerrath
1993). Au niveau des structures reproductrices, la fleur contient 5 étamines opposées aux
pétales et un pistil a 2 carpelles soudés (Pratt 1971 ; Srinivasan et Mullins 1976, 1981 ;
Gerrath 1993). La fleur de vigne est donc pentamére et a pour formule florale

(S5) (P5) ES (C2) (Fig. 7).

1.2.2.3. La phase visible du cycle reproducteur de la vigne

Apres 1’étalement des premicres feuilles (stade E-09), les inflorescences apparaissent
(stade F-12), puis se séparent grace a 1’allongement des entre-nceuds (stade G-15) (Fig. 5).
Les fleurs composant les inflorescences sont encore agglomérées. Ensuite, les boutons floraux
se séparent (stade H-17) et les pédicelles des fleurs s’allongent, ce qui permet de différencier

chaque fleur individuellement (Fig. 5).

La floraison débute mi-juin (stade I-19) et dure environ une semaine (Fig. 5). Lors de la
floraison, les capuchons floraux (pétales soudés entre eux) se détachent du réceptacle floral
sous la poussée des filaments staminaux (Gerrath 1993 ; Boss et al. 2003). La chute de la

corolle met a nu 1’ovaire et permet I’étalement des étamines autour de lui. La floraison est
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Tableau 3. Teneurs en glucides et acidité des baies a maturité.

Les teneurs en glucides correspondent a I’addition des concentrations de glucose, fructose et saccharose.

Cépages Teneurs en glucides  Acidité Auteurs

Dolcetto 116 g.L" Coombe et al. 1987
Cabernet Sauvignon 520 mg.g' MS 35mg.g' MS Gény et al. 1998

Cabernet franc 213,8 g.L" 3 g équivalent H,SO,.L™ Matthews et Anderson 1998
Shiraz 247 g.L! Coombe et McCarthy 2000
Cabernet Sauvignon 191,1 g.L™ 1,19 g équivalent H,SO,.L"  Ollat et al. 2002
Chardonnay 230,5g.L" 7,4 g équivalent H,SO,.L™" Duchéne et al. 2003
Gewurztraminer 237,2g.L" 4,2 g équivalent H,SO,.L" Duchéne et al. 2003

Pinot noir 212 g.L? 6,3 g équivalent H,SO,.L™" Duchéne et al. 2003
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décomposée en plusieurs étapes en fonction de la proportion de capuchons floraux tombés :
on parle ainsi de pleine fleur (stade 1-23) et de fin de floraison (stade 1-25) quand

respectivement 50% et 80% des capuchons sont tombés.

La nouaison (stade J-27) correspond au début du développement de 1’ovaire fécondé.
Pendant cette période, les étamines flétrissent et tombent, ou restent fixées a leur point
d’attache (Fig. 5). Ensuite, les fruits grossissent jusqu’a atteindre la taille d’un petit pois
(stade K-31) : les grappes pendent alors progressivement sous le poids des baies (Fig. 5).
Ensuite, les baies grossissent et se touchent, ce qui induit la fermeture de la grappe (stade L-
33) (Fig. 5). La véraison (stade M-35) commence lorsque les baies s’éclaircissent ou se
colorent : cette période correspond au début de ’accumulation de sucres et de la diminution
de I’acidité dans les baies et se termine quand toutes les baies ont changé de couleur. Chez les
vignes a baies rouges ou noires, la coloration des baies est principalement due aux
anthocyanes et chez les vignes a baies blanches ou jaunes, elle est due aux caroténoides
(caroténes et xanthophylles). Ces composés sont généralement localisés dans les vacuoles des
cellules sous-epidermiques (Coombe 1992 ; Mullins ef al. 1992 ; Coombe et McCarthy 2000 ;
Ollat et al. 2002). Enfin, de début a fin septembre selon le cépage et le lieu, les baies arrivent
a maturité : elles atteignent leur taille maximale et leur taux en sucres et leur acidité sont
stabilisés, ce qui permet leur vendange (Coombe 1992 ; Mullins et al. 1992 ; Coombe et
McCarthy 2000 ; Ollat et al. 2002) (Fig. 5). Cependant, les teneurs en glucides et I’acidité des

baies a la vendange sont dépendantes des cépages (Tableau 3).

Chez la vigne, la période entre I’initiation des inflorescences et la maturité des baies
dure plus d’une année. Durant ce cycle, les stress biotiques (champignons, plantes adventices,
...) et abiotiques (températures basses, pluviométrie importante, ...) peuvent compromettre le
développement des fleurs et des baies. Ces différents stress peuvent induire une chute
anormalement ¢élevée des fleurs et des baies, c’est la coulure (Huglin et Schneider 1998 ;

Bessis et Fournioux 1992).

2. La coulure

La coulure est un phénomeéne connu depuis longtemps et défini pour la premiére fois

par Mares (1868). Cependant, d’autres interprétations de ce phénomene ont introduit une forte
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ambiguité sur la définition de ce terme. Ainsi, plusieurs critéres varient d’une explication a

une autre.

La premiére ambiguité sur la coulure provient des organes qui la subissent. Pour
Mares (1868), “‘la plupart des grains de raisins noue aussitot qu’ils sont fécondés, mais ils ne
continuent pas tous a se développer et il en avorte une grande quantité. Ce fait d’avortement
apres la période de floraison est normal pour un grand nombre de grains bien constitués et
noués, désignés par coulure normale’’. Dans cette définition, seules les jeunes baies sont donc

3

prises en compte. Un siécle plus tard, Rives (1961) décrit la coulure ‘‘comme une chute
excessive de fleurs et de jeunes fruits. Elle se mesure en déterminant le nombre de baies
formées par rapport au nombre de fleurs présentes avant la floraison’’. Cette fois, 1’auteur
prend en considération les fleurs et les baies. Plus récemment, la définition de la coulure
énoncée par Bessis et Fournioux (1992) a rassemblé les 2 précédentes. Elle la décrit comme le

phénomeéne d’abscission des fleurs et des petites baies provoquant leur chute.

La période de coulure est, elle aussi, différente selon les auteurs. Certains considérent
que la coulure a lieu avant la pollinisation (Branas 1957 ; Bessis 1965) et, dans ce cas, la
coulure ne concernerait que les fleurs. D’autres jugent qu’elle se termine peu aprés la
nouaison (Mares 1868 ; Stoev 1962), d’ou la chute de jeunes fruits. Enfin, une vision plus
actuelle situe la période de coulure entre la floraison et peu aprés la nouaison (Bessis et

Fournioux 1992).

Le dernier facteur de divergence entre les nombreuses définitions de la coulure est la
proportion de fleurs ou de fruits qui chutent. La coulure ‘‘normale’” fut décrite comme
I’avortement d’un grand nombre de grains bien constitués et noués (Mares 1868). A contrario,
d’autres la jugent comme une chute excessive de fleurs et de jeunes fruits (Rives 1961). Bien
qu’il soit question dans les deux cas de chute importante de fleurs et de baies, la coulure est
jugée normale ou excessive selon I’auteur. De plus, tous les ans, une proportion plus ou moins
importante de fleurs et de baies ne se développe pas et tombe sans que 1’on parle de coulure.
Une des difficultés se situe dans la limite entre la coulure ‘‘normale’’ (nouaison normale) et
une coulure excessive (nouaison plus faible) : ainsi, pour un méme taux de nouaison, certains
considérent qu’il y a coulure ‘‘normale’” et d’autres coulure excessive. En fait, cette
proportion est dépendante du cépage considéré car plusieurs cépages soumis aux mémes

conditions environnementales ont des taux de nouaison trés différents (Bessis 1965 ; Huglin
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Tableau 4. Nombres de fleurs de plusieurs cépages (Huglin et Schneider 1998).

Cépages Nombre de fleurs  Références
Aramon 1800 Ravaz 1930
Tannat 443 Reynier 1989
Carbernet Sauvignon 375 Reynier 1989
Pinot noir 349 Reynier 1989
Sauvignon 235 Reynier 1989
Riesling 125 Reynier 1989
Merlot 370 Reynier 1989
Chasselas 258 Reynier 1989
Cabernet franc 216 Reynier 1989
Semillon 257 Reynier 1989
Ugni blanc 401 Reynier 1989
Cot 269 Reynier 1989
. Huglin et
Gewurztraminer 123 Schneider 1998
. Huglin et
Riesling 198 Schneider 1998
Huglin et
Sylvaner 128 Schneider 1998
Huglin et
Chasselas blanc 195 Schneider 1998
. Huglin et
Auxerrois blanc 193 Schneider 1998
. . Huglin et
Pinot gris 145 Schneider 1998
Pinot blanc 234 Huglin et

Schneider 1998
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et Schneider 1998). La proportion de fleurs et de fruits qui chutent dépend aussi du nombre de
fleurs a la floraison : selon les cépages, ce nombre est trés variable allant de 100 a 1000
(Huglin et Schneider 1998). En France, le nombre de fleurs par inflorescence varie de 100
(Riesling et Gewurztraminer) a 700 (Merlot) (Reynier 1989 ; Huglin et Schneider 1998 ;
Zapata 1998) (Tableau 4). Cependant, en 1930, Ravaz signala qu’une inflorescence d’ Aramon
pouvait contenir jusqu’a 1800 fleurs. Le nombre de baies par grappe est relativement constant
(de 100 a 200 baies) (Merjanian et Ravaz 1930). En fait, des études sur le Muscat Ottonel
(Huglin et Balthazard 1961), le Sylvaner et le Riesling (Huglin 1960) ont montré une relation
inverse entre le nombre de fleurs par inflorescence et le taux de nouaison : ainsi, plus une
inflorescence contient de fleurs et plus son pourcentage de nouaison est faible. Les différences
de taux de nouaison entre les cépages seraient donc principalement dues au nombre de fleurs
par inflorescence. Cependant, il ne semble pas y avoir de relation directe entre le taux de
nouaison et la sensibilité a la coulure : un cépage présentant un taux de nouaison faible pourra

étre considéré comme non-coulard et inversement.

Le terme coulure n’étant pas clairement défini, nous considérerons qu’il y a coulure
quand la nouaison est statistiquement (P = 0,05) plus faible que la moyenne des nouaisons
des 5 années précédentes dans la méme région. Nous parlerons donc de diminution du taux
de nouaison quand la proportion de chute des fleurs et de baies n’est pas significative par
rapport a la moyenne des nouaisons des 5 années précédentes. En outre, la coulure peut étre
accompagnée de millerandage. Ce phénoméne est caractérisé par 1’arrét de croissance et de
développement de baies qui restent immatures sur la grappe (Hellman 2003). Quand ils sont
associés, coulure et millerandage provoquent une forte diminution du rendement (Carbonneau
1983). Cependant, depuis plus de 20 ans, aucune année a coulure n’a été recensée en
Champagne, et ceci en grande partie grace a 1’évolution des pratiques culturales. Dans
d’autres régions, la coulure touche encore quelques parcelles comme cette année sur les

merlots a Gaillac ou en Dordogne (Stef 2005).

De nombreuses causes de coulure ont été décrites sans qu’aucune ne parvienne a
expliquer entiérement le phénomeéne. Ainsi, Bessis et Fournioux (1992) ont distingué 3 types
de coulure selon leur origine supposée : la coulure climatique, la coulure physiologique et la
coulure par détournement trophique. Les aspects suivants seront décrits en se basant sur la

définition de la coulure formulée par Bessis et Fournioux (1992) car cette définition prend en
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Tableau 5. Influence de la température sur le volume et le type d’ovules de Chardonnay et de Shiraz

(Ebadi et al. 1995b).

Le volume des ovules est en mm3.10-3. Pour les données du type d’ovule (sac embryonnaire et nucelle), 108
ovules de chaque cépage ont été étudiés. Le nombre de sacs embryonnaires fécondé€s est inclus dans le nombre
d’ovules normaux et le nombre de nucelles dégénérés correspond aux ovules sans sac embryonnaire.

Chardonnay

Shiraz

Témoin Froid

25°/20°C 12°/19°C

Témoin

Froid

25°/20°C 12°/19°C

Volume des

ovules

Moyenne 752 502 674 564
Maximum 936 622 817 659
Minimum 616 381 564 461
Sac

embryonnaire

Normaux 84 44 86 70
Fécondés 7 0 13 1
Anormaux 6 10 4 11
Aucun 18 54 18 27
Nucelles 3 5 2 7

dégénérés
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compte les différents cas de coulure. Notre définition sera utilisée lors des différents travaux

présentés dans cette thése.

2.1. La coulure climatique

Les conditions climatiques défavorables (températures basses et pluviométrie
importante) a la floraison ont longtemps été considérées comme la cause majeure de la
coulure (Butrose 1970 ; Pouget 1981 ; Jackson 1991 ; Huglin et Schneider 1998). La
contribution des facteurs climatiques dans le défaut de nouaison chez les espéces fruitiéres a
fait I’objet de nombreuses études, parmi lesquelles les effets de la température, la sécheresse

et la lumicre sont les plus importantes.

2.1.1. La température

Depuis longtemps, les cultivateurs savent que les gelées tardives induisent une perte
importante de la production (Addicott et Lynch 1955). Cependant, la période a laquelle ont
lieu ces faibles températures provoque une réponse différente selon les espéces. Ainsi, chez la
cerise douce (Prunus avium L.), une température froide (9°C) réduit le temps de
débourrement et induit méme un taux de nouaison plus important qu’une température normale

(25°C) (Mahmood et al. 2000).

Chez la vigne, les effets de la température sont liés au génotype. Ainsi, des températures
de 25°/10°C (jour/nuit), 25°/20°C et 15/10°C imposées une semaine avant la floraison
n’induisent pas de différence de nouaison chez le Cabernet Sauvignon (Ewart et Kliewer
1977). Au contraire, une réduction de la température de 25°/20°C (jour/nuit) a 12°/9°C
diminue la nouaison de 9,9% a 5,9% chez le Chardonnay et de 14,2% a 12,2% chez le Shiraz
(Ebadi et al. 1995a). Chez le Cabernet Sauvignon exposé a des températures de 14°/9°C
(jour/nuit), la nouaison devient nulle alors qu’elle atteint 56% quand la température est de
20°/15°C (Buttrose et Hale 1973). Ces températures ont aussi un impact sur les ovules :
lorsqu’ils sont exposés a des températures de 12°/9°C 2 jours avant la floraison et pendant une
semaine, les ovules ont un développement ralenti et jusqu’a la moitié peuvent présenter des
anomalies (Ebadi er al. 1995b) (Tableau 5). Dans tous les cas, chaque cépage a une sensibilité
différente aux faibles températures (Ebadi et al. 1995a), ce qui explique tout ou partie les

différences de taux de nouaison observées entre les cépages.
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Dans la majeure partie des cas, c’est I’impact des températures ¢élevées qui a été étudié.
Ces températures présentent un large spectre d’effets : elles agissent sur le développement des
bourgeons, des inflorescences et des fruits. En effet, les bourgeons d’arachide
(Arachis hypogaea L.) soumis a des températures élevées (supérieures a 33°C) présentent des
taux de nouaison tres faibles (Vara Prasad et al. 2001). Ces températures provoquent aussi un
retard de développement. Au contraire, chez 1’abricot (Prunus armeniaca L.), une température
¢levée avant la floraison accélere le développement du bourgeon floral (Rodrigo et Herrero
2002). Néanmoins, ces bourgeons subissent 1’abscission aprés la floraison a cause d’un
manque de synchronisation entre le développement du bourgeon et celui du pistil. Selon
I’espece, les températures peuvent donc avoir des effets contraires sur les fleurs. Ainsi, chez la
framboise (Rubus idaeus L.), une température ¢élevée provoque une floraison plus rapide
(Carew et al. 2003). Au contraire, chez 1’arachide (Arachis hypogaea L.), des jours et des
nuits chauds sont sans effet sur le nombre de fleurs et le déroulement de la floraison (Vara
Prasad et al. 1999b). Néanmoins, chez certaines espéces, plus la température est élevée, moins
le nombre de fleurs est important comme chez 1’arachide (4Arachis hypogaea L.) (Vara Prasad
et al. 2000) . Chez d’autres comme le colza (Brassica napus L.), tous les fruits avortent a

35°C (Young et al. 2004).

Les structures males, notamment les grains de pollen, sont trés sensibles aux
températures élevées. De nombreuses études ont montré que ces températures réduisent tres
fortement la viabilité du pollen comme chez 1’arachide (Vara Prasad et al. 1999a), le poivron
(Capsicum annuum L.) (Erickson et Markhart 2002) et le colza (Brassica napus L.) (Young et
al. 2004). Si le pollen reste viable malgré ce stress, sa capacité a germer est souvent fortement
réduite (Sato et al. 2000 ; Vara Prasad et al. 2001 ; Young et al. 2004). Chez la tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.), non seulement le développement du pollen mais aussi celui
de I’endothecium, de 1’épiderme et du stomium est perturbé et stoppé par de fortes
températures (Sato ef al. 2002). Cependant, chez de nombreuses espéces, la quantité de pollen
n’est pas un facteur limitant pour la nouaison méme si chez la tomate (Sato et al. 2000) et
I’arachide (Vara Prasad et al. 1999a), la diminution du taux de nouaison due a une
température élevée est corrélée a la diminution du nombre de grains de pollen viables libérés

par les anthéres. Chez ces espéces, la quantité de pollen est donc le facteur limitant.
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Depuis longtemps, il est connu que les températures élevées peuvent provoquer une
abscission importante des jeunes fruits, induisant une diminution importante du taux de
nouaison (Addicott et Lyon 1973). Depuis, des études sur ’arachide (Wheeler et al. 1997 ;
Vara Prasad et al. 1999b, 2000), le colza (Young et al. 2004), la tomate (Sato et al. 2002), le
poivron (Erickson et Markhart 2002) et la mandarine (Citrus reticulata L.) (Ogata et al. 2002)
ont confirmé cet impact négatif des températures élevées sur le taux de nouaison.

Chez la vigne, la température conditionne la germination du pollen (Staudt 1982). Ceci
explique la production plus importante de pollen sous des conditions de températures
favorables, a 25°C le jour et 20°C la nuit (Ebadi et al. 1995a). Cependant, les effets positifs
d’une augmentation de la température ne sont visibles qu’a des températures inférieures a
32°C : au-deld, les températures réduisent la nouaison suite a la réduction de la fertilité¢ des

ovules (Buttrose et Hale 1973 ; Buttrose 1974 ; Kliewer 1977).

2.1.2. Les stress hydriques

Chez les plantes, le développement des structures reproductrices, et notamment des

structures males, est affecté par le manque d’eau (Saini 1997).

La méiose est une période sensible du développement des structures reproductrices
(Saini 1997). Chez le blé (Triticum aestivum L.), une période de stress hydrique de 4 jours
autour de la méiose diminue le pourcentage de fructification de 93% a 47% (Dorion et al.
1996). Chez la féve (Vicia faba L.), la diminution de 1’approvisionnement en eau induit un
avortement des fleurs et des gousses provoqué par une augmentation de la concentration

endogéne d’éthylene dans les tissus (Karamanos et Gimenez 1991).

La période entourant 1’anthése est aussi sensible au stress hydrique. Le taux de
fructification de plants de soja (Glycine max (L.) Merr.) passe ainsi de 80% chez les plantes
témoins a 30% suite a un stress hydrique commencé 9 jours avant I’anthese (Kokubum et al
2001). Enfin, des plants de soja non arrosés a partir de 4, 3 et 2 jours avant jusqu’a 4 jours
apres la floraison présentent des taux de fructification de 41, 48 et 55% respectivement, alors

que le pourcentage de fructification est de 67% chez les plantes témoin (Liu et al. 2004).

Chez la vigne, la sécheresse provoque des pertes de rendements importantes. Ainsi, des

boutures fructiféres de Cabernet Sauvignon arrosées quotidiennement ont des grappes a 58,5
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Rendement (kg.ha™")

Figure 8. Rendements moyens dans I’ensemble du vignoble champenois entre 1970 et 1989 (Zapata

1998).

16000

14000 -

années de forte coulure

12000 -

10000 -

8000 -

6000 -

4000 -

2000 -

0 T

1970

1972

1974 1976 1978

Année

1980

1982

1984

1986

1988




tel-00011670, version 1 - 22 Feb 2006

Introduction 16

baies contre 45,7 baies sur les boutures arrosées 3 fois par semaine (Ussahatanonta et al.
1996). De plus, les baies pesent 0,93 g chez les boutures arrosées tous les jours et 0,81 g chez
les boutures arrosées périodiquement (Ussahatanonta et al. 1996). Les rendements par bouture
sont donc réduits de plus de 30%, de 54,41 g par bouture quotidiennement arrosée a 37,02 g
par bouture arrosée 3 fois par semaine. Pour les cépages Tempranillo et Manto Negro, les
rendements au vignoble sont trés dépendants de 1’eau présente dans le sol : quand les plants
sont arrosés a hauteur de 30% de 1’évaporation, les rendements sont respectivement de 3,63 et
5,41 kg.plante” pour le Tempranillo et le Manto Negro. Quand ces plantes ne sont pas
arrosées, les rendements chutent alors de 32% chez le Tempranillo et de 52% chez le Manto
Negro (Medrano et al. 2003).

Tout comme le manque d’eau, une forte pluviométrie provoque un stress lors de la
reproduction chez la vigne. Ainsi, une pluviométrie importante entraine un alourdissement du
capuchon et I’impossibilité pour les étamines de le soulever et de le libérer. Ces fleurs sont
dites encapuchonnées car les étamines restent sous le capuchon et ne peuvent pas disperser le
pollen (Toussaint 1983). Cette absence de pollen dans I’environnement provoque
I’avortement des fleurs qui ne peuvent étre fécondées. Les conditions climatiques ont
certainement un réle dans la coulure mais elles ne peuvent expliquer a elles seules tous les cas
d’apparition du phénomeéne : en Champagne, aucune coulure significative n’a été observée en
1975 et 1989, alors que les conditions climatiques étaient défavorables pendant la floraison
(Zapata 1998) (Fig. 8). En revanche, I’année 1981 fut une année a forte coulure alors que le

climat était clément au printemps et durant la floraison (Zapata 1998) (Fig. 8).

2.1.3. La lumiére

Dans la plupart des études menées sur I’importance de la lumiére dans le
développement des fleurs et des fruits, I’abscission de ces organes n’est obtenue que sous un
ombrage d’au moins 80% de 1’éclairement normal (Byers et al. 1985, 1991 ; Jiang et Egli
1993 ; Stopar 1998). Chez la vigne, la nouaison est favorisée quand les feuilles sont fortement
éclairées (May et Antcliff 1963). L’ombrage des feuilles réduit considérablement 1’apport de
nutriments disponibles pour le développement des fruits et augmente leur chute (May et
Antcliff 1963). Un ombrage de 90% de la plante entiére provoque une coulure significative
due a I’apport insuffisant de photoassimilats (Ollat 1997). L’ombrage provoque aussi la mort
des bourgeons axillaires (Wolf et Warren 1995 ; Vasudevan et al. 1998) ou une réduction de

la nouaison (Ebadi ef al. 1996).



tel-00011670, version 1 - 22 Feb 2006

Introduction 17

Les conditions climatiques (sécheresse, températures €levées ou faibles, pluviométrie
importante) ne sont cependant pas les seules causes de la coulure. Ce phénomeéne pourrait €tre
induit par un déréglement de certains facteurs internes comme le développement floral, la
balance hormonale et les relations source/puits chez la plante entiere (Jackson 1991 ; Zapata

et al. 2004b).

2.2. La coulure et le développement des structures reproductrices

2.2.1. Le pollen est peu impliqué dans la coulure

Parmi les origines possibles de la coulure, les défauts lors du développement floral, en
particulier au moment de la fécondation, ont souvent été mis en avant. Ces défauts de
fécondation peuvent étre imputés aux structures males comme aux femelles. L’absence de
pores germinatifs du pollen a été considérée comme une des causes de la coulure. En effet, si
le grain de pollen n’est pas capable de germer, la fécondation ne peut avoir lieu et les fleurs
tombent, comme pour le cépage Picolit giallo (Cargnello ef al. 1980 ; Vallania et al. 1987).
Néanmoins, cette hypothése n’est valable que si le nombre de grains de pollen est limité. Or,
aucune donnée chiffrée n’est disponible sur ce critére. Une étude a affirmé que le nombre de
grains de pollen n’est pas limitant chez le Chardonnay, le Cabernet Sauvignon et le Merlot
mais aucune chiffre n’a été présenté¢ (Benharbit EI Alami 1995). Il serait donc nécessaire
d’évaluer le nombre et la viabilité des grains de pollen afin de savoir si ce paramétre est
limitant. Pour certains, les structures males et notamment les filets staminaux seraient
responsables de la coulure suite & un développement incorrect : leur trop petite taille a la
floraison ne permettrait pas la chute du capuchon et empécherait alors la pollinisation et la

fécondation (Vallania et al. 1987).

Le développement du pollen peut aussi étre perturbé par les conditions climatiques. Un
choc thermique provoque ainsi une modification du nombre de pores germinatifs (Huglin
1960). De plus, les basses températures réduisent le nombre (Ebadi et al. 1995b) et la
croissance (Staudt 1982 ; Fougére-Rifot ef al. 1996) des tubes polliniques. Ces mécanismes
induisent une diminution significative du nombre de fleurs fécondées, voire une absence

totale de fécondation. Cependant, les cépages n’ont pas la méme sensibilité aux faibles
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températures (Ebadi et al. 1995b), ce qui expliquerait les différences de taux de nouaison des

cépages sensibles a la coulure soumis aux mémes conditions environnementales (Tableau 5).

Malgré les défauts potentiels du développement des structures males, le nombre de
grains de pollen n’est pas le facteur principal de la coulure car il est largement suffisant pour
qu’une fécondation normale ait lieu (Benharbit E1 Alami 1995) : cependant, aucune donnée
chiffrée n’est apportée par cette étude. De plus, le développement anormal des grains de
pollen d’un pied de vigne n’explique pas la coulure car la vigne est allogame. Les organes

femelles paraissent alors étre le facteur le plus sensible a 1’origine de la coulure chez la vigne.

2.2.2. Les structures femelles sont impliquées dans la coulure

Le développement normal des structures reproductrices femelles (Srinivasan et Mullins
1976, 1981 ; Boss et al. 2003) et leur avortement ont fait I’objet de plusieurs études (Pratt
1971 ; Bouard 1978 ; Fougere-Rifot et Bouard 1992 ; Ebadi et al. 1995a ; Fougére-Rifot et al.
1996 ; Caporali et al. 2003). Ces études ont montré qu’il existe plusieurs causes possibles a
I’avortement des structures femelles parmi lesquelles une régression ovulaire au stade 15
(Bouard 1978) ou autour de la méiose (Pratt 1971), et 'impact négatif de faibles températures

sur le développement des structures femelles (Ebadi ef al. 1995a, b).

Une étude réalisée sur les cultivars Ugni Blanc, Cabernet Sauvignon, Cabernet franc et
Merlot a montré que les 4 ovules restent sains et se développent normalement jusqu’a la fin
du stade grappes séparées (stade G-15) (Bouard 1978). A partir de ce stade, une régression
ovulaire due a une déshydratation apparait et se caractérise par le décollement du tégument
interne et du nucelle. Ce phénomene, dont le mécanisme n’est pas connu peut n’affecter

qu’un, deux ou trois ovules parmi les quatre que renferme une fleur.

Pour tous les cépages, il existe deux stades critiques d’involution ovulaire autour de la
méiose (Pratt 1971). Avant la méiose, des ovules peuvent subir une involution a cause du
développement anormal du nucelle, des téguments internes et externes. Apres la méiose, le
sac embryonnaire peut interrompre son développement ou dégénérer. Les ovules peuvent

donc subir une dégénérescence pré- ou post-méiotique.



tel-00011670, version 1 - 22 Feb 2006

Introduction 19

Les structures femelles du Chardonnay et du Shiraz sont sensibles aux faibles
températures. Ainsi, des températures de 17°/14°C (jour/nuit) et 12°/9°C provoquent une
diminution significative de la nouaison chez les deux cépages d’autant plus importante que les
températures sont basses (Ebadi er al. 1995a). Lorsque des vignes sont exposées a des
températures de 12°/9°C (jour/nuit) deux jours avant la floraison, les ovules de ces plantes
sont plus petits et ont un développement plus lent (Ebadi et al. 1995b). Pour le Chardonnay,
plus de la moitié des ovules exposés a ces températures sont anormaux, alors que 35% des
ovules de Shiraz n’ont pas de sac embryonnaire normal (Ebadi et al. 1995b) (Tableau 5).
Dans cette étude, les ovules anormaux ne possédent pas de sac embryonnaire, un sac
embryonnaire petit ou incomplet, un sac embryonnaire présentant une paroi centrale ou

encore un nucelle détérioré.

En résumé, le développement des structures males peut étre sujet a de nombreuses
défaillances, mais il n’est pas un facteur limitant la fécondation. En revanche, les structures
femelles semblent jouer un réle clé dans le phénoméne de coulure. Parmi les différentes
étapes du développement de I’ovule, la méiose est une étape sensible a de nombreux stress
environnementaux. Une défaillance lors de son déroulement peut alors mener a I’avortement

des structures femelles.

2.3. La coulure et les hormones

Parmi les origines possibles de la coulure, les hormones ont souvent été évoquées
(Osborne 1989 ; Roberts ef al. 2002). En effet, des changements dans les taux d’hormones au
niveau du pédicelle peuvent intervenir dans 1’abscission des fruits (Osborne 1989 ; Ruperti et
al. 1998). Chez la vigne, la chute des fleurs et des baies est provoquée par 1’abscission de la
base du pédicelle (Bessis et Fournioux 1992). Bien que les mécanismes de ce phénomeéne ne
soient pas entierement connus, les hormones telles que 1’éthyléne (Hilt 2001 ; Roberts et al.
2002 ; Hilt et Bessis 2003), les cytokinines (Ollat et al. 2002), les gibbérellines (Dokoozlian
et al. 2001 ; Roberts ef al. 2002), les auxines (Osborne 1989 ; Gonzalez-Carranza et al. 1997 ;
Roberts et al. 2002) et les polyamines (Colin 2000 ; Aziz et al. 2001) semblent y étre
impliquées de manicre importante (Bouard et al. 1996). Ainsi, la coulure ‘‘hormonale’’ se
manifesterait suite a ‘‘un dysfonctionnement (...) de 1’équilibre hormonal’’ (Bessis et

Fournioux 1992).
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2.3.1. L’éthyléne

L’¢éthyléne (Fig. 9) est une molécule produite par tous les tissus végétaux (Yang 1985 ;
Kende et Zeevaart 1997). Elle a un réle de régulateur des processus de croissance et de
développement comme le vieillissement, la sénescence, la maturation des fruits et 1’abscission
(Yang et Hoffman 1984 ; Abeles et al. 1992). Le fait que la méthionine soit son précurseur
n’a été démontré que dans les années 1960 (Lieberman et Mapson 1964) et sa voie de
biosynthése dans les années 1970 (Adams et Yang 1977) (Fig. 9). De plus, I’éthyléne et ses
précurseurs ont souvent été étudiés pour leur implication possible dans la mise en place de la
zone d’abscission des fleurs et des fruits (Abales et al. 1992). L’éthyléne exogeéne a trés
faibles concentrations (de 0,1 a 0,5 ML.L'I) accélére I’abscission des feuilles, des fleurs et des
baies chez de nombreuses espéces (Sexton ef al. 1985 ; Sexton 1995). Chez la vigne, il a été
montré que cette molécule joue un role majeur dans la régulation de [’abscission des fleurs et
des baies car il existe une relation entre la teneur en éthyléne dans les fleurs ou les baies et la
vitesse de chute de ces organes (Hilt et Bessis 2000), ainsi que dans la maturation des baies
(Chervin et al. 2004). L’¢éthyleéne est le dernier effecteur de 1’abscission (Gomez-Cadenas et
al. 2000). La régulation de I’abscission n’aurait lieu qu’a certains stades de développement
grace a la réactivité de cellules-cible (Bessis et Fournioux 1992). En outre, I’intensité du
processus d’abscission est proportionnelle a la concentration d’éthyléne jusqu’a environ
100 ppm alors qu’une concentration de 1’ordre de 1000 ppm a un effet inverse (Bessis et
Fournioux 1992). Enfin, la concentration d’éthyléne peut servir de marqueur d’abscission
puisqu’il existe une corrélation entre I’augmentation d’éthyléne dans les tissus et le début de

I’abscission au stade [-23 (Hilt et Bessis 2003).

Les précurseurs de I’éthyléne provoquent également 1’abscission (Osborne 1989). Ainsi,
I’acide 2-chloroéthylphosphonique ou éthéphon augmente I’intensité et la rapidité avec
laquelle survient I’abscission lorsque sa concentration augmente dans le milieu de 10 & 10
> M (Bessis et al. 2000). Ce composé double aussi le taux de nécrose précoce des bourgeons
et augmente le nombre de grappes a baies peu nombreuses (Jackson 1991) : le nombre de
grappes formées est ainsi plus faible car il y a moins de bourgeons floraux et la plupart de ces
grappes sont peu pourvues en baies. L’acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique ou ACC,
autre précurseur de 1’éthyleéne, induit les mémes effets que 1’éthéphon quand il est présent

avec la méme concentration dans le milieu (Bessis et al. 2000).
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La pulvérisation d’acide amino-oxyacétique ou AOA, inhibiteur de la biosynthése de
I’éthyléne, diminue le taux d’abscission des fleurs et des baies (Bessis et al. 2000). De plus,
I’apport de sels d’argent (inhibiteur de 1’action de 1’éthyléne) ralentit 1’abscission et en
diminue I’importance. Ces résultats permettent de confirmer le role majeur de 1’éthyléne dans

I’abscission chez la vigne.

Lors des études sur I’impact de 1’éthyléne sur I’abscission des feuilles, des fleurs et des
fruits chez la vigne, les concentrations utilisées sont trés largement supérieures a celles
biologiquement présentes dans les tissus. Ainsi, les teneurs tissulaires d’éthyléne atteignent au
maximum 10 uL.L™" (Abales et al. 1992). Des expériences avec des concentrations de 10° ou
10* uL.L" ne sont donc pas biologiquement représentatives de ce qui se passe dans la nature,

mais sont réalisées pour obtenir des effets exagérés.

2.3.2. Les cytokinines

Chez la vigne, les cytokinines augmentent surtout la capacité puits des fleurs et des
baies qui puisent plus d’assimilats au détriment des parties végétatives de la plante (Huglin et
Schneider 1998). De plus, les cytokinines interviennent dans 1’¢longation cellulaire et leur
synthése est régulée par les glucides. La pulvérisation de cytokinine (benzylamino-purine)
stimule la croissance des inflorescences aux dépens de la croissance végétative (Mullins
1967). Cependant, si la concentration est trop ¢levée, le résultat inverse est obtenu avec une
réduction du débourrement (Mullins 1967). Le SD 8339 (6-benzylamino-9-(2-

eme

tétrahydropyranyl)-9H purine), surtout été étudié au milieu du XX siecle, n’est efficace que
sur les inflorescences qui présentent alors une croissance plus importante (Mullins 1967),
caractérisée notamment par une stimulation de leur élongation et 1’émergence des fleurs
(Mullins 1968). De plus, le nombre de baies par grappes dépend de la concentration
appliquée : ainsi, des pulvérisations SD 8339 jusqu’a une concentration de 0,025%
(poids/volume) sur des inflorescences de Corinthe noir 3 jours apres la pleine floraison
augmentent le nombre de baies par grappes de 66 a 137, respectivement pour les témoins et
les plantes traitées. Au-dela de cette concentration, le nombre de baies par grappes
n’augmente pas (Weaver ef al. 1965). Chez la vigne, le CCC (chlorure 2-chloroethyl-

trimethylammonium) augmente le nombre d’inflorescences, le nombre de grappes par pied et

le rendement (Lilov et Andonova 1976). Dans ce cas, I’augmentation du nombre de grappes
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est liée a une multiplication précoce du nombre de primordia inflorescentiels (Sugiura et al.

1976).

2.3.3. Les gibbérellines

Dans certains pays, 1’acide gibbérellique ou GAj3; est communément appliqué a la
floraison afin de réduire la nouaison et les grappes trop compactes des raisins de table (Huglin
et Schneider 1998). Plusieurs études ont été menées pour préciser les effets du GAs sur le
développement des fleurs et des baies et montrent des résultats parfois contradictoires. Ainsi,
le GAj induit une diminution du nombre de feuilles, ainsi qu’une augmentation de la longueur
des inflorescences et du nombre de fleurs (Khurshid et al. 1992). Dans ce cas, les
gibbérellines augmenteraient la capacité puits des fleurs en développement (Archbold et
Dennis 1985). Mais d’autres études montrent que la pulvérisation de GA3 diminue le nombre
de baies, leur poids, la nouaison et aussi le rendement (Weaver et Pool 1971 ; Dokoozlian et
al. 2001). Dans certains cas extrémes, certaines concentrations de GA; peuvent retarder le
débourrement, réduire 1’initiation florale, provoquer 1’avortement des ovules et induire la

coulure (Agtiero ef al. 1995 ; Ezzili 1997).

2.3.4. Les auxines

Les auxines sont des hormones synthétisées a partir d’un point de branchement de la
voie de biosynthése du tryptophane (Normanly et al. 1995 ; Kende et Zeevaart 1997). Elles
induisent généralement les divisions cellulaires et la différenciation tissulaire (Kende et
Zeevaart 1997 ; Bergmann 2004 ; del Pozo et al. 2005 ; Woodward et Bartel 2005), ce qui
explique leur synthése et leur présence dans les organes jeunes en croissance (Reynier 1989).
Les différentes études sur les auxines ont souvent abouti a des résultats contradictoires. Ainsi,
des 1957, une corrélation positive entre la concentration en auxines et la vitesse de croissance
des inflorescences de vigne a été présentée (Nitsch et al. 1957). Néanmoins, des études sur le
2,4-D (acide dichlorophénoxyacétique), analogue de 1’auxine naturelle, ont démontré son role
dans I’inhibition de la croissance des inflorescences de vigne (Mullins 1968). L’ AIA (acide
indole-3-acétique) provoque des effets équivalents, notamment une diminution du nombre de

fleurs et de la longueur des inflorescences (Khurshid ez al. 1992).
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2.3.5. Les polyamines

Les polyamines regroupent les composés contenant au moins 2 groupements amines.
Ces molécules interviennent dans de nombreux processus biologiques dont la floraison (Egea-
Cortines et Mizrahi 1991). Chez la vigne, les teneurs élevées en polyamines a la nouaison
sont fortement corrélées a un taux de nouaison élevé (Gény 1997 ; Colin 2000 ; Aziz et al.
2001 ; Aziz 2003). Une accumulation de polyamines est ainsi observable lors de la transition
florale (Gény 1997). Alors qu’un apport exogeéne de polyamines augmente le taux de
nouaison des boutures fructiféres, celui d’un inhibiteur de la biosynthése des polyamines le
réduit significativement (Gény 1997 ; Aziz et al. 2001 ; Aziz 2003), confirmant ainsi le role

anti-abscission des polyamines chez la vigne.

2.4. La coulure par détournement trophique

2.4.1. La défoliation

La défoliation précoce (jeunes feuilles) ou tardive (feuilles agées) est souvent utilisée en
agronomie pour diminuer respectivement le puits ou la source d’assimilats que constituent les
feuilles. Cependant, en plus de supprimer ce puits, la défoliation diminue aussi la surface
foliaire donc la photosynthése de la plante (Stephenson 1980, 1981). La défoliation réduit
donc la source d’assimilats permettant le développement des fruits. Dans les cas plus
marqués, la proportion de fruits avortés augmente significativement (Stephenson 1980). Cette
augmentation est visible chez de nombreuses espéces comme le pommier (Jackson et Palmer
1977), le mandarinier (Citrus unshiu) (Mehouachi ef al. 1995 ; Iglesias et al. 2003) et le
papayer (Carica papaya L.) (Zhou et al. 2000). Dans ce dernier cas, une défoliation d’au
moins 75% est nécessaire pour que les fruits tombent. Ceci montre que les plantes sont
capables de compenser partiellement une perte de la photosynthése grace notamment a leurs

réserves.

Comme chez de nombreuses autres plantes cultivées, la réduction de la surface foliaire
de vigne provoque la chute des fruits (Candolfi-Vasconcelos et Koblet 1991). Mais
I’effeuillage doit étre trés important (environ 90%) pour que la photosynthése soit

suffisamment réduite et que les réserves ne puissent la compenser (Chaumont 1995 ; Ollat
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1997). Dans les cas extrémes, ou la totalité des feuilles est supprimée, aucune fleur ne noue

(Caspari et al. 1998).

2.4.2. L’éclaircissage

L’éclaircissage consiste supprimer un certain nombre de fleurs ou de fruits de la plante
afin de privilégier la qualité a la quantité de la production. L’éclaircissage partiel (50%) des
fleurs de pécher (Prunus persica L. Batsch) a la floraison n’augmente pas la production de
I’année, mais induit un plus grand nombre de bourgeons floraux 1’année suivante (Myers et
al. 2002). L’effet de ’éclaircissage est donc différé dans le temps. Chez le mandarinier
(Citrus unshiu) et le papayer (Carica papaya L.), I’éclaircissage diminue ’abscission des
fruits restants, donc augmente la nouaison, en élevant la quantité de nutriments disponibles
pour leur développement (Goldschmidt et Koch 1996 ; Zhou et al. 2000). Chez le papayer, les

fruits restants deviennent ainsi plus gros et se développent plus rapidement (Zhou et al. 2000).

Chez la vigne, I’éclaircissage sévere augmente significativement la mort des bourgeons
chez le Shiraz australien (Dry et Coombe 1994). Une autre étude a méme montré 1’existence
d’une corrélation entre le taux de mortalité des bourgeons et 1’éclaircissage (Wolf et Warren

1995).

Selon I’espéce, 1’éclaircissage a des impacts trés différents sur le rendement. Ainsi, il
induit des effets positifs sur le rendement 1’année en cours (augmentation de la nouaison) ou
de ’année suivante (augmentation du nombre de bourgeons floraux), mais aussi des effets

négatifs (augmentation de la mort des bourgeons).

3. Les glucides et la floraison

Chez les végétaux, les glucides ont un role central dans le controle du métabolisme, de
la croissance et du développement. Ils interagissent (Sheen ef al. 1999 ; Smeekens 2000 ;
Gibson 2005) avec les signaux externes, les stress (Roitsch 1999) et les hormones (Gazzarini

et McCourt 2001 ; Finkelstein et Gibson 2002) dans les voies de signalisation.
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Figure 10. Localisation et fonctions des organes sources et des organes puits chez la Vigne.
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3.1. Les glucides

Chez les plantes, la synthese de glucides par la photosynthése est un processus vital. Les
photoassimilats sont directement utilisés par les cellules ou stockés sous forme d’amidon pour
une utilisation ultérieure. IIs sont transportés aux différents organes de la plante et sont des
molécules-signal importantes pour le développement des structures végétatives et
reproductrices (Lalonde et al. 1999 ; Hellmann et al. 2000 ; Rolland et al. 2002 ; Roitsch et
Gonzalez 2004). Les organes exportateurs de glucides sont appelés organes sources et les

organes utilisant ces glucides sont dits organes puits (Fig. 10).

3.1.1. La photosynthése

La photosynthése est I’ensemble des réactions biochimiques par lesquelles les végétaux
chlorophylliens transforment 1’énergie lumineuse en énergie chimique permettant de
synthétiser des glucides. Deux étapes interviennent lors de la photosynthése et permettent la
synthése des glucides : les réactions claires et les réactions sombres. Tout d’abord, les
réactions claires (ou réactions photochimiques) de la photosynthése sont dépendantes de la
lumiere. Elles transforment 1’énergie lumineuse en énergie chimique stable sous forme de
molécules a fort pouvoir réducteur (NADPH) ou phosphorylant (ATP). Ces molécules seront
ensuite utilisées durant les réactions sombres. Celles-ci font partie d’un processus appelée
cycle photosynthétique de réduction du carbone ou cycle de Calvin. Ce cycle réduit le carbone
fixé sous forme de CO; pour synthétiser du glycéraldéhyde 3-phosphate (G3P), produit final
de la photosynthése. Ce glucide est une molécule-carrefour : elle permet la synthése d’amidon
dans le chloroplaste ou la synthése de saccharose (forme de transport des glucides) dans le
cytoplasme (Fig. 11). Ce saccharose pourra alors étre accumulé dans la vacuole de la cellule
source ou étre transporté vers des cellules-puits ou il servira a alimenter le métabolisme
énergétique ou la synthése d’amidon. Les glucides produits lors de la photosynthése régulent
et coordonnent les stimuli internes (éthyléne, auxines, acide abscissique, acides gibbérelliques
et cytokinines) et environnementaux (lumicre et température) gouvernant la croissance et le

développement (Koch 1996 ; Sheen ef al. 1999 ; Smeekens 2000).

L’activité photosynthétique d’une plante est le résultat d’un ensemble de régulations
induites par des stimuli. Ces stimuli sont provoqués par des facteurs environnementaux et par

les produits finaux de la photosynthese (Fig. 12).
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3.1.1.1. La régulation de la photosynthése par la lumiére

La photosynthese est globalement une réaction d’oxydo-réduction rendue possible par
I’énergie apportée par la lumiére. Le couplage de l'expression de geénes avec le transfert
d'électrons est impliqué dans 'adaptation de la photosynthése a la variation de la qualité et de

la quantité de lumiére (Allen et al. 1995).

Plus que I’intensité, la qualité de la lumiére influe sur la photosynthése. Ainsi, chez de
nombreuses plantes, la fluorescence bleue des ultraviolets (de 275 a 459 nm) augmente
I’assimilation du CO,, donc la photosynthese (Grantz et Assmann 1991 ; Hoque et Remus
1999 ; Eisinger et al. 2000 ; Mantha et al. 2001). Chez le sorgho (Sorghum bicolor), la
photosynthése moyenne des feuilles augmente de 4,6% quand elles sont exposées a une
lumiére UV de 311 nm (Johnson et Day 2002). Chez le paturin annuel (Poa annua), le laurier
rose (Nerium oleander) et le sorgho d’Alep (Sorghum halepense), une corrélation positive
significative (+’=0,90) existe entre I’intensité des rayons ultraviolets émis & la surface des
feuilles (A de 333 a 344 nm) et I’augmentation de la photosynthése, avec un pic a 340 nm
(Mantha et al. 2001). L’ouverture des stomates provoquée par les photorécepteurs de la
lumiére bleue (A = 280 nm) des cellules de garde serait a I’origine de 1’augmentation de la
photosynthése (Eisinger et al. 2000). L’induction de I’ouverture des stomates par les rayons
ultraviolets est aussi observée chez la canne a sucre (Saccharum officinarum L.), le soja
(Glycine max (L.) Merr.) (Grantz et Assmann 1991), le sapin (Picea abies (L.) Karst.) (Hoque
et Remus 1999) et la féve (Vicia faba) (Eisinger et al. 2000).

Chez la vigne, les radiations solaires sont un facteur environnemental important dans le
controle de la photosynthése (Mullins ez al. 1992). De plus, 1’assimilation de CO,, chez la
vigne comme chez les autres plantes en Cs, est saturée a partir d’une intensité lumineuse de
600 a 700 umol.m™.s" (Zufferey et Murisier 2000) (Fig. 13). La courbe de la photosynthése
en fonction de I’intensité lumineuse est donc une hyperbole. Ainsi, une augmentation de
I’intensité lumineuse au-dela de 700 wmolm™s' n’induit pas d’augmentation de
I’assimilation nette de CO, (Mullins et al. 1992 ; Hendrickson et al. 2004). Cependant, les
conditions de culture de la vigne peuvent changer la valeur de saturation lumineuse de la
photosynthése des feuilles (Kriedemann 1968) : sous un climat désertique, 1’activité
photosynthétique des feuilles des cépages Perlette (Kriedermann 1968) et Riesling (Dowton et

al. 1987) saturent & partir d’une intensité lumineuse de 1500 umol.m™s” (Fig. 14). La
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Figure 13. Evolution de la photosynthése en fonction de I’intensité lumineuse chez la Vigne (Zufferey
et Murisier 2000).
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Figure 14. Evolution de la photosynthése de feuilles de Vigne (cépage Perlette) dans la vallée
désertique de Coachella en Californie en fonction de I’intensité lumineuse (Mullins et al. 1992).
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saturation de la photosynthése par une forte intensité lumineuse (1900 wmol.m?s™)
s’explique par I’inactivation des donneurs d’électrons et des accepteurs d’électrons du PSII
chez les feuilles jeunes et agées, respectivement (Bertamini et Nedunchezhian 2003a).

La réduction de lumiére (ombrage) sur les feuilles de vigne diminue aussi la
photosynthése. Ainsi, des feuilles ombragées (rayonnement lumineux de 300 wmol.m™.s™)
présentent des conductances stomatiques 60% plus faibles que des feuilles éclairées
(rayonnement lumineux de 1400 umol.m™s™) : la fermeture de ces stomates provoque une
diminution de la photosynthése de 65%, de 15 a 5 umol CO,.m™.s™ pour les feuilles éclairées

et ombragées, respectivement) (Schultz et al. 1996).

Chez la vigne, I’assimilation de CO, augmente jusqu’a une intensité lumineuse de

700 wmol.m™.s™, puis se stabilise au dela de cette intensité lumineuse.

3.1.1.2. La régulation de la photosynthése par la température

L’activité photosynthétique est aussi dépendante de la température, dont la valeur
optimale varie avec chaque espece, des températures trop froides ou trop élevées modifiant

I’activité photosynthétique (Allen et Ort 2001 ; Sharkey 2005).

3.1.1.2.1. Les faibles températures

Chez de nombreuses especes végétales et notamment les variétés cultivées, les faibles
températures (inférieures & 10°C) sont un facteur limitant majeur de la productivité (Allen et
Ort 2001). En effet, la baisse des températures perturbe tous les paramétres de la
photosynthése, de la conductance stomatique au cycle de réduction du carbone (cycle de
Calvin), en passant par le transport photosynthétique des électrons (Allen et Ort 2001).
L’exposition de plants de coton (Gossypium hirsutum L.) a une température de 15°C et une
densité photométrique de 500 umol.m™.s™ pendant 14 h diminue ’assimilation de CO, de
40% en deux jours, puis de 20% supplémentaires apres huit jours (Perera ef al. 1995) : cette
réduction de photosynthése est provoquée par une diminution de 88% de la conductance
stomatique. Chez le mais (Zea mays L.), I’assimilation du CO, et le transport
photosynthétique des électrons sont inhibés lorsque les feuilles sont exposées a des
températures inférieures a 10°C (Foyer et al. 2002). Au champ aussi, ces paramétres sont

jusqu’a 2 fois plus faibles en hiver qu’au printemps : ainsi, lors des périodes fraiches (8°C la
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Figure 15. Evolution de la photosynthése en fonction de la température chez la Vigne (Zufferey et

Murisier 2002).
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nuit et 16°C le jour), 6 électrons sont transportés a travers le PSII par molécule de CO,
assimilée au lieu de 21 en périodes non stressantes (14°C la nuit et 21°C le jour) (Fryer et al.
1998). Ensuite, sous des températures inférieures a 15°C, les feuilles de mais présentent une
sénescence précoce et ne peuvent plus assurer la photosynthése (Foyer et al. 2002).

Au champ, les températures les plus fraiches sont observées la nuit et ont impact sur la
photosynthése du jour suivant (Allen et Ort 2001). Des plants de soja ayant passé une nuit a
8°C voient leur conductance stomatique diminuer de moitié le jour suivant par rapport a des
plants ayant passé une nuit a 20°C (Van Heerden et al. 2004) : cette réduction de 1’ouverture
des stomates est un signe de diminution de 1’assimilation du CO; et donc de la photosynthése.
Chez la mangue (Mangifera indica L.), une nuit a 7°C (au lieu de 25°C pour le témoin) ne
provoque pas d’inhibition de I’assimilation de CO; le matin suivant (Allen ez al. 2000). Mais
le midi, la conductance stomatique et 1’activité Rubisco sont réduites de 50%, diminuant

d’autant 1’assimilation du CO,.

Chez la vigne, la température optimale pour la photosynthése se situe entre 21°C et
32°C selon les régions (Kriedemann 1968 ; Stoev et Slavtcheva 1982 ; Huglin 1986, Mullins
et al. 1992 ; Zufferey et Murisier 2000).

Les basses températures provoquent une diminution de la photosynthese (Fig. 15). En
effet, & 10°C, I’assimilation nette de CO, est proche de 0 umol CO,.m™.s" (Kriedemann
1968). De plus, la photosynthese est fortement inhibée a des températures inférieures a 20°C.
Ainsi, la photosynthése des feuilles de Riesling passe de 14,4 = 0,1 a 5,2 = 0,4 umol CO,.m
s quand leur température passe de 25°C a 5°C (Hendrickson er al. 2004). Chez le
Chasselas, les feuilles assimilent 4 fois moins de CO, a 15°C qu’a 30°C, soit

2,5 umol CO,.m™.s" contre 15°C & 10 umol CO,.m™.s" & 30°C (Zufferey et Murisier 2000).

3.1.1.2.2. Les températures élevées

Comme les températures trop froides, les températures trop élevées réduisent la
photosynthése des végétaux : dans la plupart des cas, la réduction de I’assimilation du CO, est
provoquée par une inactivation de la Rubisco (Sharkey 2005). Chez toutes les plantes,
I’inhibition de la photosynthése est réversible quand les températures sont Iégérement
supérieures a leur optimal (stress modéré), alors que les dommages sont irrémédiables sous
des stress sévéres (Berry et Bjorkman 1980). Chez le coton (Gossypium hirsutum L.) et le

pois (Pisum sativum L.), la photosynthése nette est optimale a 28°C et 25°C, respectivement.
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L’assimilation de CO, diminue quand la température augmente et devient nulle a 45°C.
L’inhibition de la photosynthése est provoquée par la réduction de I’état d’activation de la

Rubisco (Law et Crafts-Brandner 1999 ; Haldimann et Feller 2005).

Chez la vigne, les températures supérieures a 35°C inhibent la photosynthése par un
mécanisme impliquant la fermeture des stomates. Cependant, a cette température, les feuilles
sont plus sensibles a la sécheresse qu’a la température (Huglin 1986 ; Huglin et Schneider
1998). La sécheresse est plus néfaste pour la photosynthése de la vigne que les températures
¢levées. Ainsi, des plantes en pots de Tempranillo non arrosées a la véraison ont des feuilles
présentant une diminution de la conductance stomatique de 80% par rapport a des feuilles de
plantes arrosées : la fermeture des stomates a pour conséquence une diminution de 60% de la
photosynthése (Bota ef al. 2004). Au vignoble aussi, la sécheresse diminue les échanges
gazeux. Ainsi, les feuilles de plants (cépage Moscatel) non arrosés présentent des
conductances stomatiques 3 fois plus faibles que de feuilles de plants arrosés (de Souza et al.
2003). L assimilation du CO, diminue dans ce cas de 65% par rapport aux feuilles des plants
témoin. Enfin, I’assimilation nette de CO, a été comparée entre des plantes en pot arrosées
quotidiennement et d’autres non arrosées (Patakas et al. 2002). Dans ce cas, les plantes non
arrosées assimilent 2 a 3 fois moins de CO; que les plantes arrosées, selon la période de la
journée ; ceci est di a la réduction de la conductance stomatique de 50 a 80% des plantes non
arrosées. Des diminutions de 50 a 90% de la conductance stomatique selon la période ont
aussi €té observées chez les cépages Tempranillo et Manto Negro non arrosés de la journée
(Medrano et al. 2003). Cette plus grande fermeture des stomates a aussi conduit a une

diminution de 40 a 60% de la photosyntheése.

Enfin, I’adaptation aux températures basses ou ¢élevées est dépendante du cépage. En
effet, a des températures inférieures a 20°C, les feuilles de Riesling présentent une
photosynthése un tiers plus élevée que les feuilles de Chasselas. Au contraire, au-dela de
34°C, les feuilles de Chasselas ont une assimilation nette de CO; plus du double de celles de

Riesling (Zufferey et al. 2000).
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3.1.1.2.3. Les températures élevées et la sécheresse

Souvent, la sécheresse résulte d’une période de températures élevées. Elle est un facteur
majeur de la distribution géographique des plantes et elle est responsable des faibles
rendements (Iba 2002). Cette sécheresse provoque une diminution de I’assimilation de CO,
consécutive a la réduction de la conductance stomatique. Ainsi, des diminutions de 60% de la
conductance stomatique et de la photosynthése ont €té obtenues chez des peupliers
(Populus kangdingensis C.) cultivés sous une atmosphere quatre fois moins humide que chez
des arbres témoins d’autres (Yin et al. 2005). Chez I’hétéromele de Californie
(Heteromeles arbutifolia), I’association de la sécheresse et des températures élevées limite la

capacité photosynthétique des plantes (Valladares et Pearcy 1997).

Plusieurs études ont été menées sur la combinaison entre des températures élevées et de
la sécheresse (Flexas ef al. 1998 ; Escalona et al. 1999 ; Flexas et al. 2002). Chez la vigne
comme chez les autres plantes en C;, la sécheresse provoque une diminution de la
conductance stomatique, ce qui limite les pertes d’eau. La fermeture des stomates induit la
réduction de la photosynthéese (Flexas et al. 2002 ; Medrano et al. 2002). Quand des vignes en
pot ne sont pas arrosées pendant 2 jours a 35°C le jour et 20°C la nuit, les stomates se
ferment, ce qui réduit les pertes d’eau et provoque la diminution de I’assimilation du CO;
(Flexas et al. 1998 ; Escalona et al. 1999 ; Flexas et al. 2002) : la fermeture totale des
stomates, faisant passer la conductance stomatique de 200 a 0 mmol.m'2.s'1, induit une
réduction de la photosynthése nette de 14 a 3 umol CO,.m™s" (Flexas et al. 1999). La
sécheresse affecte aussi ’efficacité du PSII (Flexas et al. 1999). Les plants de vigne en pots
non arrosés ont ainsi des taux de transport d’électrons 4 fois inférieurs (30 wmol électrons.m’
257 aux plants arrosés (120 umol électrons.m™.s™") : le PSII est alors moins efficace car

moins d’¢électrons sont disponibles.

La température, comme la lumicre, est un facteur majeur de régulation de la
photosynthése chez la vigne. Ainsi, I’assimilation de CO; est optimale quand la température

se situe entre 21°C et 32°C. En deca ou au-dela de ces valeurs, la photosynthése est diminuée.
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Figure 16. Evolution de la photosynthése chez la Vigne en fonction de la concentration atmosphérique
en CO, (Kriedemann et Lenz 1972, Maroco et al. 2002, Diiring 2003, Hendrickson ez al. 2004).
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Figure 17. Evolution de la concentration intercellulaire en CO, (C)) en fonction de la concentration
atmosphérique en CO, (C,) chez la Vigne (Diiring 2003).
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3.1.1.3. La régulation de la photosynthése par le CO;

Le CO, est naturellement présent & une concentration moyenne de 350 umol.mol™ dans
I’atmosphere (Aranjuelo et al. 2005). L’augmentation prévue de cette concentration dans les
années futures a amené les chercheurs a étudier I’impact de concentrations en CO, élevées sur
la photosynthése. Dans ces conditions, la réaction de la plante se traduit par une réduction de
la quantité de Rubisco et une diminution de 1’activité photosynthétique (Moore et al. 1999).
Ainsi, des plants de luzerne (Medicago sativa L.) exposés a une concentration en CO, de
730 umol.mol™ (double de la concentration terrestre) présentent des diminutions de moitié de
la photosynthése. Cette réaction est due a I’incapacité de la plante a maintenir une teneur en
CO; compatible avec la photosynthése dans les chambres sous-stomatiques : la concentration
¢élevée provoque alors une diminution de 75% de ’activité Rubisco (Aranjuelo et al. 2005).
La photosynthése des feuilles de citronnier (Citrus unshiu) diminue aprés une exposition de
90 jours & 600 wumol.mol™ de CO,: ceci est le résultat des réductions de ’activité et/ou de la
concentration des enzymes du cycle de Calvin (Keutgen et Chen 2001). De méme, des feuilles
de soja (Glycine max (L.) Merr.) présentent une inhibition de 92% de leur photosynthese en

présence de 1500 umol.mol™ de CO, (Van Heerden ez al. 2004).

Chez la vigne, la concentration en CO; du milieu dans lequel se trouvent les feuilles est
un facteur limitant de 1’efficacité de leur photosyntheése (Fig. 16). Par exemple, 1’assimilation
de CO, passe de 10 a 20 umol CO,.m™.s" lorsque la concentration du milieu ambiant
augmente de 200 & 400 umol CO,.mol™" d’air, respectivement (Kriedemann et Lenz 1972).
Chez le cépage Tempranillo, I’activité photosynthétique passe de 17 a 36 umol CO,.m™.s™,
suite & 1’augmentation de la teneur en CO, dans 1’atmosphére de 350 & 1000 umol CO,.mol™
d’air (Maroco et al. 2002). Enfin, les feuilles de Riesling, sous une atmosphére de
1950 wmol CO,.mol™ d’air, ont une photosynthése de 28,9 umol CO,.m™.s™" et seulement de
14,4 umol CO,.m™s™ en présence de 360 umol.mol™ de CO, (Hendrickson ef al. 2004).

La concentration en CO, de I’atmosphére (Ca) modifie la concentration intercellulaire
(Ci) : chez le Riesling, cette derniére augmente linéairement quand la concentration en CO;
du milieu est comprise entre 0 et 1000 umol.mol” d’air, selon Ci=0,75 Ca (Diiring 2003)
(Fig. 17). De plus, la photosynthése est dépendante de la concentration interne en CO,. En

effet, I’assimilation de CO, des feuilles augmente avec 'accroissement de la concentration en
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Tableau 6. Effets du saccharose et du glucose sur I’expression de plusieurs promoteurs de génes
codant pour des protéines impliquées dans la photosynthése (Sheen 1990).

Les protoplastes sont incubés dans des solutions glucidiques a 0,6 M de mannitol seul (t¢moin) ou de 0,6 M
de mannitol avec 0,3 M de saccharose ou glucose.

Activité relative par rapport au témoin (%)

Promoteur Saccharose Glucose
(0.3 M) (0.3 M)
C,ppdkZm1CAT 7.3% 4,2%
C,pepcZm1CAT 31,9% 12,5%
C,meZm1CAT 24,1 11,1%
cabZm1CAT 26,9% 9,9%
cabZm5CAT 9,2% 8,3%
rbcSZm1CAT 7.7% 2,7%
rbcSZm3CAT 21,3% 4%
35SCAT 58,8% 57,6%
nosCAT 61,4% 57,5%
Adh1CAT 83,9% 76,8%
cyppdkZm1CAT 17,6% 3,1%

Tableau 7. Effets de plusieurs glucides sur I’expression des promoteurs C ppdkZm1CAT (Sheen 1990)
et cabZm5-cat (Jang et Sheen 1994).

Les protoplastes sont incubés dans des solutions glucidiques a 0,6 M de mannitol contenant 0,3 M de divers
glucides.

Activité relative par rapport au témoin (%)

Glucides C,ppdkZm1CAT cabZmb-cat
Témoin (0.6 M mannitol) 100% 100%
D-glucose 5,8% 15%
D-fructose 8,8% 50%
D-galactose 31,8% 15%
saccharose 6,8% 60%
D-mannose 3%
maltose 42%
lactose 92%

raffinose 90%
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CO, intercellulaire et atteint son maximum pour Ci=360 umol.mol™ d’air. Au-dela, la

photosynthese se stabilise (Diiring 2003).

Comme pour I’intensité lumineuse, 1’assimilation nette de CO, en fonction de la
concentration en CO, du milieu est une hyperbole : jusqu’a 1000 umol CO,.mol™” d’air, la
photosynthése augmente avec la quantité de CO, dans I’air, puis au-dela de cette valeur,

I’assimilation de CO, se stabilise autour de 30 umol CO,.m2.s™.

3.1.1.4. Larégulation de la photosynthése par les glucides

Selon le mécanisme de rétrocontrdle positif, les faibles teneurs en glucides dans les
feuilles stimulent généralement la photosynthese, la mobilisation des réserves et 1’exportation
de glucides vers les organes puits (Koch 1996). Au contraire, ’abondance de glucides inhibe

la photosynthése, la croissance et la mise en réserve des glucides (Koch 1996).

Depuis les années 1990, plusieurs études ont montré que les glucides agissent sur
I’expression de génes codant pour des protéines intervenant dans différentes voies
métaboliques chez les végétaux (Sheen 1990, 1994 ; Sheen et al. 1999). L’ utilisation de
protoplastes de mais a montré que 1’activité transcriptionnelle de sept promoteurs de génes
codant une protéine impliquée dans la photosynthése est spécifiquement réprimée par le
saccharose et le glucose. Cette répression par les glucides est plus efficace que les autres
formes de régulation comme la lumiére et le stade de développement (Sheen 1990). En fait,
dans ce systéme, le glucose et ses analogues sont les inhibiteurs les plus probables de
I’expression des génes car ils agissent aux concentrations cellulaires. En général, les glucides
sont des inhibiteurs de promoteurs de génes codant une protéine impliquée dans la
photosynthése (Sheen 1990) (Tableau 6). Plus particuliérement, les substrats de 1’hexokinase
sont des inhibiteurs de transcription de ces promoteurs, comme CppdkZmlCAT et cabZm5-
cat (Sheen 1990 ; Jang et Sheen 1994) (Tableau 7). Sur cultures cellulaires de chénopode
(Chenopodium rubrum), le glucose réprime la transcription du géne codant pour la Rubisco

dés 12 h apres son apport dans le milieu de culture (Krapp ef al. 1993).

Les glucides, produits de la photosynthése, exercent donc un rétrocontréle négatif sur la
photosynthése : si les teneurs en glucides sont excessives au niveau des feuilles, la

photosynthése est inhibée alors que si ces teneurs sont faibles, elle est activée. Cependant,
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I’activité photosynthétique posséde toujours un certain niveau de base. Ce rétrocontrdle agit
notamment sur 1’expression des génes codant pour des protéines intervenant dans la
photosynthese. Seule la transformation génétique, en diminuant la sensibilité des protéines
régulant la photosynthése, peut permettre une synthése de glucides plus importante (Paul et

al. 2001).

Chez la vigne, I’impact des glucides sur la photosynthése n’a pas été étudié.

3.1.1.5. La photosynthése au niveau des organes reproducteurs

Chez les végétaux, la photosynthése a lieu au niveau des organes chlorophylliens
comme les feuilles (Wang et Gregg 1992 ; Hieke et al. 2002) et les inflorescences
chlorophylliennes (Bazzaz ef al. 1979 ; Vemmos et Goldwin 1994 ; Clément et al. 1997). Les
inflorescences sont donc capables de photosynthése chez les plantes herbacées comme le
pétunia (Weiss et al. 1988) ou le lys (Lilium hybridum var. Enchantment) (Clément et al.
1997) et chez les arbres comme 1’oranger (Citrus sinensis (L.) Osbeck) (Vu et al. 1985) ou le
pommier (Malus pumila) (Vemmos et Goldwin 1993, 1994). La photosynthése des fleurs est
trés importante pour le développement des structures reproductrices car elle participe a
I’effort reproducteur. Ainsi, chez I’érable a feuilles pourpres (Acer platanoides), la
photosynthese des fleurs apporte jusqu’a 64,5% de leurs besoins en glucides (Bazzaz et al.
1979). Chez les arbres fruitiers, 1’assimilation de CO; par les fleurs et les fruits couvre de 3 a
15% des besoins en glucides de ces organes selon I’espéce et les conditions
environnementales (Birkhold ef al. 1992 ; Pavel et DeJong 1993 ; Marcelis et Baan Hofman-

Eijer 1995 ; Hieke et al. 2002).

Chez la vigne, le métabolisme des glucides dans les inflorescences en développement
est peu décrit jusqu’a la floraison, bien que cette plante soit sujette a une chute de fleurs
importante pouvant atteindre 50% (Jackson et Coombe 1988). Il est généralement admis que
les glucides nécessaires au développement des fleurs et des fruits proviennent de la
mobilisation des réserves (Scholefield ef al. 1978 ; Araujo et Williams 1988 ; Mullins et al.
1992 ; Huglin et Schneider 1998 ; Zapata et al. 2004a) et/ou de la photosynthése des feuilles
(Ollat et Gaudillere 2000 ; Petrie et al. 2000). Récemment, il a aussi ét¢ montré que la
photosynthése des inflorescences intervient dans le développement des fleurs et fruits

(Palliotti et Cartechini 2001).
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Figure 18. Evolution de la photosynthése dans les feuilles de Vigne au cours de la journée (Schultz
2003).

Pour le graphique en fonction de ’heure de la journée, les cercles pleins représentent une journée ou la
température maximale est inférieure a 25°C et les cercles vides une journée ou la température est supérieure
a30°C.
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3.1.1.6. L’évolution de la photosynthése chez la vigne au cours de la

journée et de la campagne

La photosynthése n’est pas un paramétre stable au cours du temps. En effet, elle varie
en fonction de la période de ’année et au cours d’une journée selon les différents stimuli,

notamment la température et la lumicre.

3.1.1.6.1. La photosynthése au cours de la journée

La photosynthése n’est pas stable au cours d’'une méme journée et varie selon les
parameétres du milieu, et la température au niveau des feuilles (Schultz 2003). En effet, selon
la température foliaire, 1’assimilation de CO, est différente (Fig. 18), la température agissant
sur I’ouverture ou la fermeture des stomates qui favorise ou réduit la photosynthése (Maroco
et al. 2002 ; Patakas ef al. 2002 ; Medrano et al. 2003 ; Schultz 2003). Quand la température
est inférieure a 25°C, I’assimilation de CO; par les feuilles est maximale entre 12 h et 15 h car
la température et I’intensité lumineuse sont maximales a cette période (Schultz 2003). Au
contraire, quand la température est supérieure a 30°C, la photosyntheése augmente rapidement
entre 8 h et 9 h, puis se stabilise jusqu’a midi. A cet instant, quand la température devient
supérieure a 30°C, les stomates se ferment : les pertes d’eau sont alors limitées et la
photosynthése baisse continuellement jusqu’a 19 h (Schultz 2003). Ensuite, la photosynthese
augmente légérement puis devient nulle avec le coucher du soleil.

Cependant, I’impact d’une température foliaire élevée (supérieure a 30°C) sur la
photosynthése semble &tre spécifique a chaque cépage. En effet, dans le cas du cépage
Tempranillo cultivé au sud du Portugal, la photosynthése maximale est atteinte a 10 h et se
maintient jusqu’a 18 h bien que la température foliaire soit supérieure a 30°C de 9ha 18 h
(Maroco et al. 2002) : 1a photosynthése n’est donc pas toujours réduite quand la température
foliaire est supérieure a 30°C.

Le climat spécifique d’un lieu agit différemment sur la photosynthése d’un cépage.
Ainsi, aux Baléares, la photosynthése augmente du lever du jour jusqu’a midi pour atteindre
11 et 14 umol CO,.m™s" chez les cépages Tempranillo et Manto Negro respectivement
(Medrano et al. 2003). Ensuite, elle diminue continuellement le reste de la journée et devient
nulle a 20 h. Les différences observées pour le Tempranillo entre cette étude et 1’¢tude
précédente (Maroco et al. 2002) s’expliquent par la localisation et les contraintes climatiques

des vignobles : ainsi, le climat au sud du Portugal est plutét maritime, alors que le climat aux
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Figure 19. Evolution de la photosynthése dans les feuilles de Vigne au cours de I’année (Stoev 1952).
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Figure 20. Schéma général des relations source/puits chez la vigne lors de son développement.

Les fleches rouges représentent le trajet des réserves et les bleues le trajet des photoassimilats.
Les organes sources sont indiqués en vert et les organes puits en rouge.
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iles Baléares est un climat méditerranéen typique (températures élevées, intensité lumineuse,
haut potentiel d’évapotranspiration et trés peu de précipitations en été).

Enfin, des plantes en pot présentent des évolutions de photosynthése différentes de
celles observées au vignoble avec des taux plus faibles. Chez le Savatiano, 1’assimilation de
CO, est maximale dés 8 h (11 umol CO,.m™.s™) puis diminue jusqu’a midi (2 umol CO,.m"
2s™). La photosynthése n’augmente plus ensuite au cours de la journée, bien que les
températures soient moins ¢levées (Patakas e al. 2002) : ceci montre que la température
foliaire n’est pas le seul parametre modifiant 1’évolution de la photosynthése au cours de la
journée. Aussi, des plants de Chardonnay cultivés en serre assimilent a des taux d’environ
6 umol CO,.m™.s" (Chaumont e al. 1994) : la photosynthése de ces plants chute a midi

(2 umol CO,.m™.s™) et augmente ensuite jusqu’a 17 h (8 umol CO,.m™.s™).

Dans tous les cas présentés ici, la photosynthése de la vigne est limitée par la
conductance stomatique (Maroco et al. 2002 ; Patakas et al. 2002 ; Medrano et al. 2003 ;
Schultz 2003). Les stomates sont en effet trés sensibles aux variations de températures : leur

ouverture et leur fermeture limitent les pertes d’eau dues a une température élevée.

3.1.1.6.2.  La photosynthése au cours de la campagne

Chez la vigne, la photosynthése rapportée a la surface des feuilles et au pied augmente
depuis le débourrement jusqu’au mois de juin (floraison) puis décroit progressivement jusqu’a
la sénescence des feuilles (Stoev 1952) (Fig. 19). Dés le débourrement, les feuilles de vigne
assimilent du CO; (Griffon 1905). Cependant, leur photosynthése demeure trés faible tant que
ces feuilles sont jeunes (Kriedemann 1968) : elles ne deviennent ainsi exportatrices de
glucides que lorsqu’elles atteignent un tiers (Koblet 1969) ou 50% (Stoev 1952 ; Hale et
Weaver 1962) de leur surface finale (Fig. 20). Chez le Chasselas, la capacité photosynthétique
des feuilles est maximale quand les feuilles atteignent 75 & 100% de leur surface finale, puis
se maintient a ce niveau pendant environ 30 jours (Zufferey et al. 1999). A 1’échelle de la
plante, la photosynthése est maximale avant et pendant la floraison (Zufferey et al. 1999 ;
Zufferey et Murisier 2002). De plus, chez le Chasselas (Zufferey et al. 1999) et le Riesling
(Schultz et al. 1996), la capacité d’assimilation de CO, reste supérieure a 70% de la capacité
maximale pendant environ 100 jours, ce qui permet le développement des jeunes baies. Au
contraire, des plants de Chardonnay cultivés en serre ne présentent pas de différences

significatives du mois d’avril au mois de juillet avec une assimilation de CO, comprise entre
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Figure 21. Courbe théorique de I’évolution de la teneur en amidon d’un vieux bois de Vigne au cours
d’une année (Zapata 1998).
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11 et 14 umol CO,.m™.s™" (Chaumont ef al. 1994). Ensuite, I’activité photosynthétique des
feuilles décroit progressivement jusqu’a leur sénescence (Stoev 1952 ; Schultz ef al. 1996 ;
Bertamini et Nedunchezhian 2003b). La diminution de la photosynthése est alors due a la
réduction de plusieurs parametres comme la conductance stomatique (Schultz et al. 1996), la
quantité de protéines (Bettner et al. 1986) et de Rubisco (Hunter et al. 1994) dans les feuilles.
Les teneurs en pigments des fleurs et baies varient au cours de la campagne. Ainsi, le
taux de pigments est maximal dans les fleurs de Cabernet Sauvignon des 15 jours avant
I’anthése, puis se stabilise 4 2 et 0,5 mg.g”"' de matiére séche pour les chlorophylles a et b
respectivement (Palliotti et Cartechini 2001). A partir de I’anthése, les concentrations en

chlorophylles diminuent pendant 5 & 7 semaines pour atteindre 0,2 mg.g” de matiére séche.

3.1.2. L’amidon, principal glucide de réserve chez la Vigne

Chez la vigne, I’amidon est le principal glucide de réserve (Winkler et Williams 1938 ;
Eifert et al. 1960 ; Bouard, 1966 ; Mullins et al. 1992 ; Huglin et Schneider 1998 ; Zapata
1998). Au cours de I’année, il est dégradé ou synthétisé selon les besoins de la plante. De

plus, sa localisation différe selon la période de la campagne.

L’amidon est accumulé dans les bois, le cep et les racines de la nouaison a la chute des
feuilles (Eifert et al. 1960 ; Mullins et al. 1992). Selon la période de I’année, I’amidon n’est
pas localis¢ dans les mémes tissus. Durant la dormance hivernale, ’amidon est principalement
détecté dans les parenchymes médullaires et corticaux des racines et des rameaux (Zapata et
al. 2004a). A cette période, 90% de 1’amidon est contenu dans les racines (Eifert et al. 1960 ;
Bouard, 1966 ; Bates er al. 2002). Ces réserves sont progressivement mobilisées lors de la
reprise de la croissance végétative (pousses et jeunes feuilles) au printemps (Zapata et al.
2004a) (Fig. 21). A partir de I’anthése, 1’amidon nouvellement formé s’accumule dans les
tissus des pousses annuelles (Bates er al. 2002) et les parties pérennes (Mullins ef al. 1992 ;
Bates et al. 2002 ; Zapata et al. 2004a). Les teneurs en amidon des sarments varient du simple
au sextuple selon la saison (Eifert ef al. 1960) (Fig. 21). Ces variations s’expliquent par la
proximité des sarments (par rapport aux racines et au cep) avec les organes en croissance

(régions apicales, inflorescences, ...).

Chez la vigne, I’amidon assure les besoins en glucides de la plante lorsque la

photosynthése n’en produit pas suffisamment (Eifert ez al. 1960 ; Bouard 1966 ; Mullins et al.
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Figure 22. Evolution de la teneur en amidon dans les parties pérennes et de la photosynthése au cours
du développement de la Vigne (Stoev 1952, Zapata 1998).

Les cercles vides représentent la teneur en amidon dans les parties pérennes et les cercles pleins la
photosynthése.
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1992 ; Huglin et Schneider 1998). La synthése d’amidon est dépendante de la photosynthése :
elle a lieu lorsque la photosynthése produit plus de glucides que nécessaire au maintien des
métabolismes et au développement des structures. La mise en réserve d’amidon débute donc
principalement a la nouaison et se termine a la chute des feuilles, quand le nombre de feuilles
permet une production en assimilats supérieure aux besoins énergétiques liés a la croissance.
Pendant I’hiver, seule une trés faible activité métabolique interne (catabolisme des glucides)
persiste ce qui permet de protéger la plante du gel (Sauter et Van Cleve 1994). En effet, la
dégradation de I’amidon donne des glucides solubles qui augmentent la pression osmotique et
abaissent ainsi le point de congélation du milieu cellulaire. Peu avant le débourrement,
lorsque la température du sol atteint 10 & 12°C, la vigne sort de sa dormance (Huglin 1986). A
ce moment, la seule source de glucides de la vigne est I’amidon (Scholefield et al. 1978 ;
Huglin et Schneider 1998 ; Zapata 1998 ; Zapata et al. 2004b) qui permet le développement
des structures reproductrices et végétatives au printemps (Bates et al. 1998 ; Zapata 1998 ;
Zapata et al. 2004a, b). Cet apport de glucides de réserve aux organes en croissance est
ensuite remplacé par les assimilats produits par 1’activité photosynthétique foliaire.
Exceptionnellement, I’amidon peut encore assurer les besoins en glucides de la plante pendant
la saison estivale si la photosynthése n’exporte pas suffisamment de glucides aux différents

organes (par exemple, suite a un stress).

La mobilisation des réserves et la photosynthése interviennent donc en complément tout

au long de I’année et pourvoient aux besoins de la plante (Fig. 22).

3.2. Lerole des glucides

3.2.1. Les glucides et les stress

Lors de stress biotiques ou abiotiques, I’assimilation photosynthétique est fortement
diminuée (Foyer et al. 2002 ; Nogues et al. 2002). La réduction de la photosynthése entraine
généralement une diminution de la teneur en glucides nécessaires pour assurer la croissance
(Liu et Huang 2000) et la reconstitution des réserves. Selon le stress, les plantes réagissent
différemment pour pallier le manque de photoassimilats. Ainsi, le soja (Glycine max L.)
cultivé au champs et stressé par une atmosphére contenant 50 a 60 nL d’ozone.L™" hydrolyse
une partie de ses réserves glucidiques (Britz et Robinson 2001). Sous 1’effet de basses

températures (5°C jour et nuit), les feuilles de blé (Triticum aestivum L.) accumulent des
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glucides solubles (glucose, fructose et saccharose) pouvant jouer un réle protecteur contre le
froid (Savitch et al. 2000), bien que ces quantités de glucides puissent inhiber le transport des
glucides vers les organes puits comme chez le mais (Zea mays L.) (Sowinski et al. 1999) et
I’abutilon stri¢ (4butilon striatum) (Lohaus et al. 2000). De plus, chez le chrysanthéme
(Chrysanthemum Dendranthema x grandiflorum), les tiges coupées accumulent 2 fois plus de
glucose et fructose quand elles sont cultivées a 20°C, température suboptimale, qu’a 30°C,
température optimale (Adachi ef al. 2000). Les jeunes pousses de peuplier tremble
(Populus tremulus L.) cultivées in vitro accumulent les glucides solubles (glucose, fructose et
saccharose) lorsqu’elles subissent un stress hydrique (Pelah ef al. 1997). Enfin, chez la tomate
(Lycopersicon esculentum Mill) en milieu salin, les teneurs en glucose, fructose, saccharose et
amidon du péricarpe augmentent en fonction de la concentration en sels du milieu (de 70 a

140 mM NacCl) (Balibrea et al. 1996).

Chez la vigne, les études sur les stress provoqués par un pesticide et 2 fongicides ont
montré des résultats différents selon le modéle considéré. Ainsi, des plants de vigne cultivés
in vitro dans un milieu contenant 1, 10 et 100 uM de I’herbicide flumioxazine présentent des
concentrations de glucides dans les feuilles, tiges et racines supérieures a celles des plantes
témoins (Saladin er al. 2003a). Cependant, cette augmentation des taux de glucides n’est pas
due a une augmentation de la photosynthése mais a une plus grande absorption des glucides
présents dans le milieu de culture. Chez le méme mode¢le, 1’application sur les feuilles des
fongicides fludioxonil (0 & 30 mM) ou pyriméthanil (0 a 75 mM) provoque une diminution de
la concentration en amidon et de la photosynthése, ainsi qu’une augmentation de la
concentration en sucres solubles (glucose, fructose et saccharose) dans les feuilles. L impact
de ces fongicides (utilisés au vignoble contre Botrytis cinerea) est donc la mobilisation des
réserves en réponse a 1’inhibition de 1’assimilation de CO, (Saladin et al. 2003b).

Sur boutures fructiferes, 1’application de 1’herbicide flumioxazine ou des fongicides
fludioxonil et pyriméthanil augmente la mise en réserve des glucides et diminue la
concentration en hexoses (glucose et fructose) dans les feuilles (Saladin et al. 2003b, c).

Au vignoble, la flumioxazine stimule la photosynthése provoquant I’accumulation de
monosaccharides (glucose et fructose) et mobilise I’amidon et le saccharose (Saladin et al.
2003c). De méme, les fongicides provoquent I’augmentation de la concentration en glucides
solubles (glucose, fructose et saccharose) dans les feuilles ainsi que la mobilisation de

I’amidon (Saladin ef al. 2003b).
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Aux stades phénologiques A-01 (bourgeon d’hiver), B-02 (bourgeon dans le coton) et
C-05 (pointe verte), les faibles températures (de -30 a -6°C) induisent un changement de
quantité des glucides dans les bourgeons. En effet, le stress provoqué par ces températures
inférieures a 0°C provoque une accumulation d’amidon et de raffinose ainsi qu’une
diminution de la quantité de saccharose dans les bourgeons la ou les teneurs en fructose et

glucose ne varient pas (Ait Barka et Audran 1996).

Chez la vigne, le métabolisme glucidique varie en fonction du stress (fongicides,
herbicide, froid) et du cépage. L’étude du métabolisme glucidique en conditions normales et

stressantes doit donc €tre entreprise.

3.2.2. Les glucides lors de la reproduction

La floraison est I’ensemble des étapes menant a la formation des organes sexués et a la
reproduction. Chez les plantes supérieures, elle débute lors de 1’évocation florale et se termine

par la fécondation.

Pendant la floraison, la demande en glucides est permanente de 1’évocation florale
(King et Evans 1991 ; Rideout ef al. 1992) jusqu’a la maturation des organes floraux (Wang
et Breen 1984 ; Tirosh et Mayak 1988 ; Mc Conchie ef al. 1991 ; Clément et al. 1996) et des
fruits (Loescher ef al. 1990). Les réserves glucidiques ont un réle majeur lors de la floraison,
influencant fortement le succés reproducteur (Charlesworth 1989) et la croissance des fleurs
chez les ligneux (Oliveira et Priestley 1988). Les sucres impliqués dans 1’évocation florale et
dans le développement de la fleur peuvent étre des sucres solubles comme le saccharose
(Bodson et Outlaw 1985 ; Houssa et al. 1991) ou des sucres insolubles comme 1’amidon
(Komarova et Milyaeva 1991 ; Lejeune et al. 1993 ; Clément et al. 1994, 1996). Ces glucides
proviennent de la photosynthése (Wang et Breen 1986, 1987), des réserves (Candolfi-
Vasconcelos et al. 1994) ou des deux (Bates et al. 2002 ; Zapata et al. 2004b).

3.2.2.1. L’évocation florale (transition florale)

Le méristéme apical est la source de tous les organes post-embryonnaires chez les
plantes supérieures (Clark 2001). La transition de la phase végétative a la phase reproductrice

a lieu dans ce méristéme et est appelée évocation ou transition florale. Elle se décompose en 2
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¢tapes distinctes contrélées génétiquement : 1/ la transformation du méristéme végétatif en
méristeme inflorescentiel et 2/ la transformation du méristéme inflorescentiel au méristeme

floral (Battey et Tooke 2002 ; Chuck et Hake 2005).

De nombreux travaux ont porté sur les genes régulant la transition florale (Yanofsky
1995 ; Rouse et al. 2002 ; Zik et Irish 2003 ; Komeda 2004 ; Moon et al. 2005) et beaucoup
moins sur I’impact des glucides lors de cette étape importante du développement floral (Levy
et Dean 1998). Ainsi, 1’évocation florale est régulée par un ensemble complexe de génes qui
contrélent le développement en fonction des conditions environnementales (photopériode,
qualité de lumiére, température, ...) et des signaux endogénes (hormones, glucides, ...) (Araki
2001 ; Boss et al. 2004). La régulation de I’initiation florale est assurée par un réseau
complexe de voies de signalisation (Mouradov ef al. 2002), dont celles des hormones et des

glucides qui sont tres liées (Gazzarrini et McCourt 2001).

Le déterminisme de la transition florale par les signaux endogénes semble é&tre
prépondérant (Boss et al. 2004), bien que les mécanismes de régulation par les conditions
environnementales soient les plus étudiés. Par exemple, chez 1’arabette des dames
(Arabidopsis thaliana), plante de jours longs, les promoteurs de transition florale comme les
gibbérellines induisent la floraison en 1’absence de jours longs (Reeves et Coupland 2001).
Au contraire, chez la vigne, les gibbérellines inhibent la transition vers les méristémes floraux

(Boss et Thomas 2002).

La concentration en glucides dans les séves est un facteur endogene participant a la
transition florale (Bernier ef al. 1993 ; Lejeune et al. 1993). Dés 1977, il a été montré que
I’induction florale se traduit par une modification des relations source/puits, résultant en une
meilleure alimentation du méristéme apical notamment en glucides (Sahchs et Hackett 1977).
Cet apport en glucides serait notamment facilité par des variations de 1’activité invertase acide
au niveau de 1’apex (Pryke et Bernier 1978). Ce phénomene est indépendant des facteurs
environnementaux comme la longueur des journées, la vernalisation, la quantité et la qualité
de lumiere (Sahchs et Hackett 1977). D’ailleurs, une des premicres hypotheses de la transition
florale était la présence de stimuli floraux dans le phloéme (Bernier ef al. 1981). La nature de
ces stimuli a longtemps été discutée mais les glucides, ainsi que les hormones, pourraient en
faire partie (Bernier et al. 1988, 1993 ; Levy et Dean 1998). Chez la moutarde blanche

(Sinapis alba) et I’arabette des dames, I’apport massif de glucides (et d’acides aminés) vers le
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méristéme apical induit la transition florale (Lejeune ef al. 1991 ; Corbesier et al. 1998,
2001). L’efficacité de 1’induction florale serait relative a 1’augmentation de saccharose affecté
aux méristémes (Corbesier et al. 1998). Le saccharose serait un signal déclenchant I’initiation
florale : des mutants d’Arabidopsis synthétisant peu d’amidon sont incapables d’initier leur
floraison. En effet, la dégradation des faibles quantités d’amidon accumulé le jour ne fournit
pas assez de glucides, et notamment de saccharose. Or, ces composés glucidiques servent de
signal a I’initiation florale (Yu et al. 2000). De plus, chez le fuschia (Fuschsia hydrida), une
forte corrélation (+°=0,93) entre la floraison et le contenu en saccharose des apex montre le
role de stimulus du saccharose vis-a-vis de la floraison (King et Ben-Tal 2001). Ces travaux,
comme ceux de Bernier ef al. (1993), montrent I’importance du saccharose dans 1’initiation

florale.

Par ailleurs, la transition florale est influencée par la disponibilité relative de glucides et
d’azote (rapport C/N) au niveau du méristéme apical. Chez le tabac, plante a jours longs,
I’indisponibilité en azote et la disponibilité en glucides au niveau du méristéme apres le début
du jour long favorisent I’augmentation de la teneur en glucides dans le méristéme et
accélerent la floraison (Rideout ef al. 1992). Chez la moutarde blanche et 1’arabette des
dames, plantes de jours longs, I’analyse de la séve élaborée parvenant au méristéme a montré
que le rapport C/N est doublé, voire triplé, 16 h aprés le début du régime de jour long
(Corbesier et al. 2002).

En culture in vitro aussi, les glucides, notamment le saccharose, sont inducteurs de
I’initiation florale. Chez le chénopode, la lentille d’eau (Lemna minor), le soja, le tabac
(Nicotiana tabacum L.) et la pérille (Perilla frutescens L.), les milieux de culture pour la
production de fleurs in vitro doivent contenir plus de saccharose que pour la croissance
végétative, et moins d’azote car une trop grande quantité d’azote inhibe la floraison (Dickens
et van Staden 1988). Chez la tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), le saccharose induit la
transition florale d’apex de plantes végétatives jusqu’a une concentration maximale (30 g.L™),
puis I’inhibe quand sa teneur est plus élevée : ainsi, 41,2% des apex de plantes végétatives
donnent des fleurs en présence de 30 g.L” de saccharose (Dielen ef al. 2001). Au-dela, le
pourcentage de floraison baisse et devient nul a 60 g.L'. De méme chez ’arabette des dames,
le saccharose induit ou inhibe la transition florale en fonction de sa concentration : il est

inducteur de floraison a 1% (Roldan ef al. 1999) mais la retarde a 5% (Ohto et al. 2001).
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Les glucides participent aussi a la régulation de I’expression de nombreux geénes dont
ceux intervenant lors des différentes étapes de la floraison (Koch 1996). Chez 1’arabette des
dames, les mutants co, gi, fca, fpa, et fve cultivés in vitro perdent partiellement leur phénotype
floraison tardive quand le milieu de culture contient 1% de saccharose (Roldan ef al. 1999).
Le saccharose a 5% affecte ausssi la transition florale en inhibant les génes qui la contrdlent
(Ohto et al. 2001). De plus, la régulation de I’accumulation d’amidon et celle de la floraison
tardive chez Arabidopsis thaliana semblent étre reliées : en effet, les mutants a floraison
tardive contiennent jusqu’a 4 fois plus d’amidon dans leurs feuilles que les plantes témoins.
De plus, I’altération de la teneur en amidon et le phénotype floraison tardive sont dus a une
mutation récessive monogénique du géne caml (carbohydrate accumulation mutant 1)
(Eimert et al. 1995). Cependant, la floraison tardive n’est pas causée par 1’augmentation

d’amidon dans les feuilles.

Le glucose seul agit également sur la floraison : en effet, les arabettes des dames
arrosées avec des solutions de glucose de 2 et 6% ont une floraison retardée de 30 jours et un

nombre de rosettes supérieur aux plantes témoins (Zhou et al. 1998).

Chez la vigne, ’apport de photoassimilats a ’anthése est nécessaire a I’initiation des
inflorescences. L’initiation florale débute dés I’anthése de I’année ,.;. Ainsi, la défoliation
totale de plants de Pinot noir cultivés au vignoble a partir de 1’anthése de 1’année , induit une
diminution 65% du débourrement des bourgeons I’année 4, passant de 95% pour les plantes
témoin a 35% pour les plantes défoliées (Candolfi-Vasconcelos et Koblet 1990). De plus, ce
traitement aboutit a une réduction de 1,5 a 0,5 inflorescences par nceud. La productivité des
bourgeons lors de 1’année n+1 est donc largement dépendante de la quantit¢ de glucides

présents au moment de ’initiation florale.

3.2.2.2. Le développement des structures reproductrices

Apres 1’évocation florale, les organes floraux se mettent en place. Durant leur
développement, ces organes sont sensibles aux stress environnementaux et aux stimuli

internes.

Le développement du pollen, en particulier la méiose pollinique, est un des processus

les plus sensibles aux stress. Ceux-ci provoquent des modifications du métabolisme
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glucidique menant a I’avortement du pollen, & une diminution de son potentiel germinatif ou a
sa stérilité (Saini et Aspinall 1981 ; Namuco et O’Toole 1986 ; Dorion ef al. 1996 ; Aloni et
al. 2001). Or, les glucides sont les nutriments essentiels au développement normal de grains
de pollen fonctionnels (Pacini 1996). Ainsi, durant son développement, le grain de pollen du
blé accumule de 1’amidon, et il avorte quand cette accumulation est inhibée par une altération
du métabolisme carboné ou de 1’apport de glucides (Dorion et al. 1996). De méme, la
germination des grains de pollen de poivron (Capsicum annuum L.) chute de 24 a 6% sous
I’effet d’un stress de température modéré (28°C pour les plantes contrdle et 32°C pour les
plantes traitées) lors de la méiose pollinique (Aloni et al. 2001). Cette diminution du taux de
germination est due a 1’augmentation des teneurs polliniques en amidon et saccharose
résultant de la réduction du métabolisme glucidique sous 1’effet de la température. Chez le
lys, les anthéres dégradent leur amidon durant leur phase de croissance (de la méiose a la
mitose sporales), alors que les grains de pollen synthétisent et accumulent I’amidon lors de la
phase de maturation de 1’anthére qui débute peu avant la mitose des microspores : il existe
donc une relation entre le développement de I’anthére et celui des microspores car I’amidon
synthétisé par les microspores proviendrait de I’hydrolyse de I’amidon de I’anthére (Clément

et al. 1994).

L’amidon intervient dans le développement des structures femelles et, en particulier, de
I’ovule. Ainsi, chez 1’abricotier (Prunus armeniaca L.), le développement de I’ovule est
dépendant de ses réserves d’amidon (Rodrigo et Herrero 1998). En effet, cet amidon est
utilisé pour la croissance 1’ovule aprés 1’anthése. De plus, la quantité d’amidon présente dans
les ovules d’abricot a I’anthése détermine le devenir de I’ovule fécondé (Rodrigo et al. 2000).
Une fleur donnera ainsi un fruit si la quantité d’amidon présente dans son ovule est suffisante
pour supporter les premiéres phases de son développement jusqu’a ce que les photoassimilats
interviennent. Dans le cas contraire (quantité d’amidon dans 1’ovule insuffisante), un ovule

fécondé donnera un fruit mais ce dernier tombera faute de nutriments.

Chez la vigne, de la floraison a la formation des jeunes fruits, la seve élaborée présente
une augmentation significative de sa teneur en glucides transportés vers les grappes (Glad
1992). Ce surplus de glucides serait dii a I’augmentation de la force puits des inflorescences
lors de leur transformation en grappes. La coulure correspond a un déficit en glucides au
niveau des baies (Merjanian et Ravaz 1930). Une force puits des inflorescences et des grappes

trop faible serait donc un facteur favorisant la coulure. Au début de la floraison, les
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photoassimilats sont principalement attirés par les organes puits que sont les apex et les
inflorescences (Glad 1992). De plus, la mobilisation des réserves chez le Pinot noir et le
Merlot a lieu au moment 2-3 semaines avant la floraison, au moment de la méiose ovulaire
(Zapata 1998). L hypothése sous-jacente de cette étude est I’importance de la reprise
d’assimilation photosynthétique le plus tot possible, ce qui permet de palier au manque de

nutriments provenant de la mobilisation des réserves.

3.2.2.3. L’anthése

L’anthése est le développement des pieces florales de leur épanouissement a leur
flétrissement. Cette étape représente donc la phase visible de la floraison. L’ouverture des
fleurs est due a I’expansion des pétales sous la dépendance de facteurs externes (température,
lumiére, humidité) et internes comme les glucides : chez la plupart des espéces, la
mobilisation des réserves et/ou I’importation de saccharose accompagne 1’ouverture des fleurs
(van Doorn et van Meeteren 2003). Selon les especes, le glucide accumulé dans les pétales
avant leur ouverture est différent. Chez la rose (Rosa damascena P. Miller) (Hammond 1982),
le lys (Lilium hybridum var. Cordelia, Mona, Elite, Montrose) (Bieleski et al. 2000) et le lys
des incas (Alstroemeria auriantaca) (Collier 1997), les jeunes pétales contiennent de I’amidon
dégradé en glucose et fructose peu de temps avant I’ouverture des fleurs. Chez le paturin
(Phipssia aligida) (Solhaug et Aares 1994) et la campanule fausse raiponce
(Campanula rapunculoides) (Vergauwen et al. 2000), le fructane est le glucide accumulé dans
les pétales avant 1’ouverture. Chez le chrysanthéme, I’amidon et le fructane sont dégradés

pendant I’expansion des pétales (Trusty et Miller 1991).

Les glucides utilisés lors de 1’ouverture des fleurs proviennent de la mobilisation des
réserves et des glucides présents dans la séve élaborée. Ainsi, chez le glaieul, I’augmentation
de glucides dans les pétales est 8 fois supérieure a la diminution d’amidon (Yamane et al.
1991) et chez le freesia (Freesia hybrida var. Polaris) 10 fois supérieure (van Meeteren et al.
1995). Les quantités supplémentaires de glucides nécessaires a 1’ouverture des fleurs

proviennent donc des photoassimilats transportés dans les seéves.

Chez la vigne, la relation entre les glucides et I’ouverture de la fleur n’a jamais été

étudiée.
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3.2.2.4. La pollinisation et la fécondation

Chez les végétaux, la reproduction se décompose en plusieurs étapes : tout d’abord, les
grains de pollen sont en contact avec le stigmate qui les retient et les hydrate, c’est la
pollinisation (Gaude et McCormick 1999 ; Swanson et al. 2003). Ensuite, le pollen germe
dans le pistil et forme le tube pollinique lors de la germination (Cheung 1996). Enfin, les
gametes males fusionnent avec les gamétes femelles, c’est la fécondation. Durant ces étapes,

les glucides ont aussi un réle important.

Le tube pollinique est hétérotrophe pour sa croissance. Il tire ses nutriments de ses
propres réserves accumulées dans la cellule végétative, puis dans les cellules du pistil qui
I’entourent (Herrero et Dickindon 1979 ; Herrero 2001 ; Sanchez et al. 2004). 11 utilise les
réserves des cellules de pistil pour se développer. Pour d’autres, la croissance et la direction
du tube pollinique ne nécessiteraient pas de glucides exogénes lors du trajet du tube pollinique
dans le pistil (Lush ez al. 1998). Lors de la pollinisation et de la pénétration du tube pollinique
dans le pistil, le contenu glucidique des cellules du pistil décline et ’amidon des amyloplastes
des cellules en contact avec le tube pollinique est dégradé (Cheung 1996 ; Herrero et Hormaza
1996). De plus, ces cellules sont vidées de leur cytoplasme. Néanmoins, les cellules du pistil
secréteraient de nombreux composés, parmi lesquels des glucides, dans la matrice
extracellulaire (Cheung 1996 ; Swanson et al. 2003 ; Weterings et Russell 2004). Ces
composés fournissent les nutriments nécessaires a la croissance rapide des tubes polliniques
apres que les réserves du grain de pollen aient été épuisées. Le suivi des glucides au niveau du
pistil a ainsi montré que ces derniers étaient absorbés par les tubes polliniques en croissance
et utilisés par ces derniers pour la synthése de leur paroi cellulaire (Labarca et Loewus 1973).
Enfin, les tubes polliniques seraient attirés vers les ovules grace aux exsudats qu’ils secrétent
car les micropyles des ovules sont couverts d’exsudats riches en glucides (Franssen-Verheijen

et Willemse 1993).

Chez la vigne, aucune étude n’a montré I’importance des glucides lors de la

pollinisation et de la fécondation.
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4. Objectifs du travail

4.1. Contexte socio-économique

En 2004, le rendement moyen en Champagne était de 23 000 kg.ha'. Or, cette méme
année, le comité régional de I'ILN.A.O. donna un rendement de 12 000 kg.ha™ par exploitation
pour I’A.O.C. De plus, la législation ordonne que toutes les parcelles doivent étre
vendangées ; ceci induit un surcot financier pour les viticulteurs. Le probléme de la coulure
ne parait plus étre d’actualité car la derni¢re année a coulure remonte a 1984. Néanmoins, la
compréhension des mécanismes menant a la coulure doit étre entreprise avant qu’une
nouvelle année a coulure ait lieu, et ainsi limiter son impact. Plus que la coulure elle-méme,
les mécanismes physiologiques contrdlant la floraison doivent étre étudiés. En effet, les
rendements supérieurs a ceux exigés par I’A.O.C. n’étant pas profitables aux viticulteurs, la
maitrise des rendements est la voie par laquelle les professionnels de la filiére peuvent allier
quantité et qualité du produit. Parmi les nombreux régulateurs de la floraison, les glucides
sont connus pour intervenir de maniere primordiale de I’initiation florale a la nouaison chez
de nombreuses espéces végétales. Cependant, chez la vigne, I’impact des glucides sur les

mécanismes controlant la floraison a été trés peu étudié.

Le Réseau Vigne et Vins Septentrionaux (R.V.V.S.) est une structure interrégionale
dont le but est de favoriser les collaborations et la concertation entre les acteurs de la filicre
viti-vinicole des régions Alsace, Bourgogne et Champagne-Ardenne. Ainsi, le R.V.V.S. est un
point de rencontre entre les chercheurs (I.N.R.A., Universités, C.N.R.S.), les techniciens
(I.T.V., chambre d’agriculture, centres techniques...), les représentants des interprofessions
viti-vinicoles (B..V.B., C..LV.A., C.ILV.C., C.I.V.].) et les bailleurs de fonds publics
(Conseils régionaux, Etat et Région). Les différents programmes de ce réseau s’intéressent
directement et indirectement a la filiére : viticulture, cenologie et environnement. Parmi ces
programmes, un axe de recherche porte sur la physiologie et la maitrise des rendements
chez la Vigne. Cet axe s’articule en 2 volets :

Le volet A porte sur 1I’étude du fonctionnement de la plante dans son ensemble et
cherche a comprendre les relations entre la disponibilité en assimilats et la formation des baies

et pépins.
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Le volet B vise a préciser I’impact des glucides sur le développement floral et a
contribuer a une meilleure compréhension des mécanismes gouvernant le phénomeéne de

coulure.

L’objectif de cet axe de recherche est de comprendre la relation entre les glucides
présents dans les inflorescences et la floraison. Les travaux de cette thése s’inscrivent

dans le volet B de cet axe.

Les résultats obtenus dans le cadre de cette thése devraient permettre de mieux
connaitre le role des glucides lors de la floraison chez la vigne. Ils contribueront aussi a
expliquer les différences entre les cépages sensibles et les peu sensibles a la coulure. Enfin, ils
devront fournir un outil de prédiction de la floraison aux vignerons afin que ceux-ci puissent

adapter leur pratiques culturales au rendement désiré.

4.2. Stratégie adoptée

Chez la vigne, les différences physiologique, métabolique ainsi qu’en terme de
développement des structures reproductrices entre les variétés sont importantes (Bernard et
Chalies 1986, 1987 ; Reynier 1989 ; Fougére-Rifot ef al. 1993 ; Huglin et Schneider 1998).
Nous avons donc choisi d’étudier deux cépages présentant une sensibilité différente a la
coulure. Le Gewurztraminer (GW) est considéré comme sensible a la coulure (Huglin et
Schneider 1998) alors que le Pinot noir (PN) est peu sensible a ce phénoméne (Zapata 1998).
Pour comprendre les mécanismes expliquant les différences de nouaison entre ces deux
cépages, il est nécessaire de les caractériser au vignoble.

Les classifications de Baggiolini (1952) et Eichhorn et Lorenz (1977) sont les plus
utilisées par les professionnels. Cependant, les critéres utilisés pour déterminer le stade de
développement des inflorescences sont uniquement fondés sur des caractéres morphologiques
tels que le nombre de feuilles, le nombre de grappes ou le pourcentage de fleurs ouvertes.
Ainsi, ces critéres ne reflétent pas les stades de développement des structures reproductrices,
et notamment les étapes clé comme les méioses et les mitoses polliniques et ovulaires. Des
¢tudes précédentes sur les cultivars Merlot, Cabernet-Sauvignon et Chardonnay (Fougére-
Rifot et al. 1993) et sur Grenache et Carignan (Bernard et Chalies 1986, 1987) ont montré que

le moment de la méiose et la durée entre celle-ci et la floraison sont dépendants du cépage. Il
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3. Evolution des activités
enzymatiques liées au
métabolisme glucidique ?

1. Développement des structures
reproductrices males et femelles ?

4. Evolution de la
photosynthése des
inflorescences et des grappes
au cours de leur
développement ?

2. Evolution du contenu
glucidique des inflorescences et
des grappes au cours de leur

développement ?

Figure 23. Paramétres étudiés pour caractériser les deux cépages (GW et PN) utilisés lors de la thése.
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est donc nécessaire d’étudier le développement des structures reproductrices males et femelles
du débourrement a la nouaison de nos deux cépages (Fig. 23).

Les glucides et leur métabolisme interviennent tout au long de la floraison, de
I’initiation florale a I’anthése (voir chapitre 3.2.). La description du contenu glucidique des
inflorescences et des grappes au cours de leur développement a donc été entreprise chez nos
deux cépages (Fig. 23). De plus, la variation des taux de glucides et leur composition dans les
inflorescences sont le résultat du métabolisme glucidique dans son ensemble. L.’évolution des
principales activités enzymatiques du métabolisme glucidique a donc aussi été étudiée dans
les inflorescences et les grappes du stade grappe visible (stade 12) a la nouaison (stade 27)
(Fig. 23). Au cours de I’année, la photosynthése et la mobilisation des réserves pourvoient
aux besoins glucidiques de la plante. Nous avons donc étudié la photosynthése des
inflorescences puis des grappes et de la feuille opposée a la premiére inflorescence
(Motomura 1982) du stade 12 (grappe visible) au stade 27 (nouaison) (Fig. 23).

L’ensemble de ces travaux consacré a la caractérisation des deux cépages (GW et PN)

utilisés constituera notre premiére partie et sera présenté sous la forme de 3 publications :

Publication 1 Lebon G, Duchéne E, Brun O, Magné C et Clément C (2004)
Flower abscission and inflorescence carbohydrates in sensitive and non-

sensitive cultivars of grapevine. Sexual Plant Reproduction, 17(2) : 71-79.

Publication 2 Lebon G et Clément C (soumise)
Carbohydrate metabolism in the inflorescences of grapevine

(Vitis vinifera L.) during flower development.

Publication 3 Lebon G, Brun O, Magné C et Clément C (2005)
Photosynthesis of the grape (Vitis vinifera L.) inflorescence. Tree

Physiology, 25 : 627-633.

La caractérisation des cépages au vignoble (développement des structures
reproductrices ainsi que l’analyse du contenu et de I’évolution glucidiques dans les
inflorescences et les grappes) est obligatoire afin de comprendre le role des glucides dans les
différences de sensibilité a la coulure observées entre le GW et le PN. Cependant, la floraison
n’a lieu qu’une fois par an donc les possibilités d’expérimentation sont limitées. Il est donc

nécessaire d’expérimenter sur d’autres modeles comme les boutures fructiféres. En paralléle a
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2. Impact des relations
source/puits sur la répartition
glucidique des différents
organes

1. Développement des structures
reproductrices males et femelles ?

0 feuille

4 feuilles

toutes feuilles

Figure 24. Expérimentations réalisées sur les boutures fructiféeres de GW et PN.
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la caractérisation des cépages au vignoble, nous avons optimisé les protocoles d’obtention de
boutures fructiféres existants (Mullins 1966 ; Mullins et Rajasekaran 1981 ; Gény 1997 ; Ollat
et al. 1998 ; Collin 2000) et travaillé tout au long de I’année. Comme au vignoble, nous avons
tout d’abord caractérisé le modéle bouture fructifére afin de comparer le comportement de nos
deux cépages avec ce systéme expérimental. La description de ce modéle expérimental
comprenait tout d’abord 1’analyse du développement des structures reproductrices males et
femelles au cours de la floraison, du stade 12 (grappe visible) au stade 27 (nouaison), comme
nous 1’avons réalisée au vignoble (Fig. 24). En effet, aucune étude n’a été menée sur le
développement des structures reproductrices de boutures fructiféres. Ensuite, nous avons
¢tudié I’importance des relations source/puits sur la répartition des glucides chez la bouture
fructifére en modifiant le nombre de feuilles (Fig. 24).

Enfin, comme nous I’avons vu précédemment (chapitre 1.2.2.), le développement
reproducteur de la vigne est réparti sur 2 années successives, ’initiation florale débutant 1’été
précédant I’anthése. Or, a partir de 1’anthése et jusqu’a la chute des feuilles, la photosynthese
est excédentaire et I’amidon s’accumule dans le cep, les bois et les racines (Mullins et al.
1992 ; Bates et al. 2002 ; Zapata et al. 2004a, b). Nous avons donc observé I’impact de la
mise en réserve lors de 1’été , sur la floraison de 1’été .4 grace a des effeuillages et des
¢grappages a la véraison (Fig. 25). Cette étude a été réalisée dans le vignoble champenois sur
les 3 principaux cépages de cette région : le Chardonnay (CH), le Pinot Meunier (PM) et le
Pinot noir (PN).

Les expérimentations réalisées avec le modele bouture fructifére et au vignoble

constitueront notre deuxiéme partie qui sera présentée sous la forme de 3 publications :

Publication 4 Lebon G, Duchéne E, Brun O et Clément C (2005)
Phenology of flowering and starch accumulation in grape

(Vitis vinifera L.) cuttings and vines. Annals of Botany, 95 : 943-948.

Publication 5 Lebon G et Clément C (soumise)
Source/sink relations in fruiting cuttings of grapevine (Vitis vinifera L.)

during the inflorescence development.

Publication 6 Lebon G, Mineur T, Le Sueur D, Panigai L et Clément C (soumise)
Impact of reserve restoration on flowering and fruit set in grapevine

(Vitis vinifera L.).
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Figure 25. Expérimentations réalisées dans le vignoble champenois sur les cépages CH, PM et PN.
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4.3. Choix des cépages

Pour nos travaux, les cépages utilisés doivent répondre a plusieurs critéres. Tout
d’abord, notre étude doit porter sur des cépages présentant des sensibilités différentes a la
coulure. Afin de comprendre les mécanismes menant a la coulure, il est nécessaire de
comparer un cépage sensible a la coulure avec un cépage peu sensible, ce dernier pouvant étre
considéré comme un témoin négatif a la coulure.

Dans le cadre du projet interrégional RVVS, les cépages utilisés doivent étre
septentrionaux, et donc cultivés dans les régions partenaires du projet. En effet, les résultats
de ces travaux doivent permettre la mise au point d’outils de prévision de récolte utilisables
par les viticulteurs de nos régions.

Enfin, les cépages doivent étre cultivés au méme endroit afin d’éviter 1’effet terroir. La
comparaison de données n’est en effet valable que si ces données sont obtenues dans les
mémes conditions environnementales.

Le Gewurztraminer (GW) et le Pinot noir (PN) ont été les 2 cépages choisis car ils
répondent aux différents critéres. Le GW est sensible a la coulure (Huglin et Schneider 1998)
alors que le PN est considéré comme peu sensible (Zapata 1998). De plus, le GW est cultivé
en Alsace et le Pinot noir est présent dans les 3 régions partenaires du projet (Alsace,
Bourgogne et Champagne). Enfin, ces 2 cépages sont cultivés sur la méme parcelle localisée a

Bergheim (68) et appartenant a ’INRA de Colmar (partenaire du projet).

Lors de notre étude sur ’impact de la mise en réserve I’été , sur la floraison de I’été .,
nous avons choisi les 3 cépages champenois (Chardonnay CH, Pinot Meunier PM et Pinot

noir PN), afin de vérifier si nos travaux réalisés en Alsace sont transposables a la Champagne.

4.4. Choix du modéle d’étude

Le travail entrepris lors de cette étude a pour objectif la compréhension de la floraison
au vignoble. En plus de nos études au vignoble, nous avons optimisé le modéle bouture
fructifére, puis 1’avons utilisé au laboratoire afin d’étudier la floraison toute I’année dans des

conditions de culture déterminées.



tel-00011670, version 1 - 22 Feb 2006

Introduction

Figure 26. Bouture fructifére de Vigne (cv. Gewurztraminer).

Les fléches correspondent aux 2 nceuds possédant une vrille ou une grappe en été.
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La bouture fructifére est obtenue a partir de sarments de vigne aofités coupés a la fin
de I’hiver de maniére a obtenir un nceud sans vrille ni grappe suivi de deux nceuds avec vrille
ou grappe (Fig. 26). L’aolitement des sarments est nécessaire afin que ces derniers possédent
des bourgeons. Ce modéle mime le vignoble car des structures végétatives et reproductrices se
développent. De plus, il a déja été utilisé pour étudier le développement des inflorescences
(Mullins 1966, 1968 ; Mullins et Rajasekaran 1981) et I’impact de phytohormones sur le
développement des inflorescences (Mullins 1968 ; Fournioux 2001 ; Patil et al. 2001).

L'ensemble des travaux présentés dans cette thése a donc été réalisé en paralléle sur des

plantes au vignoble (dgées de 30 ans) et des boutures fructiféres cultivées au laboratoire.

Cette thése vise donc a atteindre deux objectifs complémentaires :

1. L’objectif fondamental de ce travail est de comprendre les relations entre les

glucides et la floraison chez la vigne ;
2. L’objectif appliqué est de proposer une optimisation des pratiques culturales

afin de maitriser les rendements et de limiter I’impact de la coulure.



tel-00011670, version 1 - 22 Feb 2006

Reésultats et Discussions
- Partie 1-

Développement et physiologie des glucides
du Gewurztraminer et du Pinot noir
cultivés au vignoble
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Figure 27. Intégration des enzymes dosées dans le métabolisme glucidique d’une cellule végétale (Komor ez al. 1981 ; Lewis et al. 2000 ; Weber et al. 2000).

ADP-G ADP-glucose; CC cycle de Calvin; F1,6-biP fructose 1,6-biphosphate; F6-P fructose 6-phosphate; G1-P glucose 1-phosphate; G6-P glucose 6-phosphate; Pi
phosphate; S6-P saccharose 6-phosphate; UDP-G UDP-glucose; TP triose-phosphate.

La sphére verte représente la translocase triose-phosphate, la sphére bleue le transporteur de glucose et la sphére violette 1’antiport H* vacuolaire a saccharose. Le
losange rouge représente une invertase extra-cellulaire. Au niveau de la vacuole, le groupe multienzymatique vectoriel de synthése du saccharose (structure violette)
permet la synthése de ce composé a partir de 2 UDP-G.

Les fléches rouges représentent les enzymes dont les activités seront dosées : @ amidon synthase; @ a-amylase; @ f-amylase; @ saccharose phosphate synthase; ®
saccharose synthase; ® invertase cytoplasmique; @ invertase extra-cellulaire; ® invertase vacuolaire.
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La vigne est une plante d’intérét économique majeur en Champagne et dans de
nombreuses autres régions. L importance économique et culturelle de la vigne explique en
partie le nombre d’études portant sur son développement et sa physiologie. Une des
informations majeures de ces travaux est la spécificité de chaque cépage : en effet, chacun
d’entre eux présente un développement et une physiologie spécifiques. Pour nos travaux, les
deux cépages choisis sont le Gewurztraminer (GW) et le Pinot noir (PN) car ils présentent une
sensibilité différente a la coulure : en effet, le GW y est sensible et le PN beaucoup moins. La
caractérisation du GW et du PN a été entreprise dans la méme parcelle afin de s’affranchir de
I’effet terroir. En effet, dans les mémes conditions de terroir et environnementales, les

différences observées ne peuvent provenir que des particularités de chaque cépage.

Tout d’abord, le développement des structures reproductrices des deux cépages a été
analysé du débourrement a la nouaison. En effet, chez la vigne, les classifications utilisées
habituellement (Baggiolini 1952 ; Eichhorn et Lorenz 1977) tiennent compte du
développement morphologique des feuilles, des inflorescences (sépales et pétales) et des
grappes (taille des baies). Néanmoins, des différences existent entre le développement des
structures reproductrices et le développement des structures visibles (sépales, pétales et
baies). Or, le développement des cellules reproductrices est fortement li¢ a leur métabolisme.
Nous avons donc entrepris 1’étude de 1’évolution des glucides solubles majoritaires (glucose,
fructose, saccharose) chez la vigne (Glad et al. 1992) et de I’amidon dans les inflorescences
au cours de leur développement. Ce travail a été réalisé dans le but d’identifier des différences
de contenu glucidique dans les structures reproductrices chez les deux cépages. Ces travaux

sont rapportés dans ’article 1.

La compréhension du métabolisme glucidique est complexe car de nombreuses
enzymes interagissent sur les variations de concentration d’un glucide. En effet, la quantité de
chaque glucide présente dans les différents niveaux d’organisations d’un organisme
(compartiment cellulaire, cellule, tissu et organe) est le résultat d’un équilibre métabolique
entre les activités des enzymes synthétisant (anabolisme) et dégradant (catabolisme) chaque
glucide spécifiquement. De plus, ces enzymes sont localisées dans les différents
compartiments de la cellule et permettent ainsi une régulation spécifique des concentrations
de glucides a chaque compartiment (Fig. 27). Ensuite, les activités enzymatiques ne sont pas
identiques lors du développement d’une plante, mais fluctuent en fonction du stade de

développement et des conditions environnementales auxquelles elle est soumise. Nous avons
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donc dosé les activités des principales enzymes du métabolisme glucidique du débourrement a
la nouaison dans les inflorescences de nos deux cépages. Ainsi, il nous a été possible de
caractériser plus en détail les différences entre le GW et le PN. Ces travaux seront présentés

dans Particle 2.

Enfin, les glucides utilisés par les plantes ligneuses pérennes ont deux origines
possibles : la mobilisation des réserves et la photosynthése. L.’étude des racines au vignoble
est fastidieuse a cause de leur longueur (jusqu’a 10 m) et de leur enchevétrement dans le sol
(Hellman 2003). En effet, les racines de vigne produisent de nouvelles racines latérales, ce qui
augmente le volume de sol utilisable par la plante. Au contraire des racines, les parties
aériennes sont facilement disponibles. Chez la vigne, la plupart des organes aériens (feuilles,
jeunes pousses et inflorescences) contiennent des chlorophylles et sont donc capables
d’assimiler le CO; gréace a la photosynthése (Palliotti et Cartechini 2001). Nous avons donc
¢tudié¢ 1’évolution de la photosyntheése des feuilles mais aussi des inflorescences
(concentrations en chlorophylles, conductance stomatique, concentration intracellulaire et
assimilation nette de CO;) du débourrement a la nouaison pour nos 2 cépages. Les résultats
obtenus ont alors été mis en relation avec la sensibilité a la coulure du GW et du PN. Ces

résultats seront présentés dans I’article 3.
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Abstract The Gewurztraminer (GW) and the Pinot noir
(PN) cultivars of grapevine differ in their sensitivity to
environmental factors that can cause flower abscission, cv.
GW being the most sensitive. In order to further define the
mechanisms leading to abscission, and owing to the
importance of sugars in the achievement of sexual organ
ontogenesis, we attempted to correlate the chronology of
flower ontogenesis with the variations of carbohydrates in
the inflorescence. In the vineyard, under optimal climatic
conditions, fruit set of cv. GW and cv. PN was 82% and
65%, respectively. The sugar distribution was different in
their inflorescences during the entire duration of flower
development. Between stages 15 and 17, flowers of GW
and PN reached the crucial meiosis stage. At that time, the
inflorescences of cv. GW exhibited higher concentrations
of starch and sucrose, whereas those of PN presented
higher levels of glucose and fructose. Despite higher
starch concentrations in GW inflorescences, starch re-
serves were present in the ovules and anthers of PN but
not in those of GW. These results suggest that the higher
content of reserve and transport carbohydrates in the
inflorescences of GW favour flower development and fruit
set under optimal environmental conditions. Furthermore,
since metosis represents a key step of female development,
the different sugar concentrations in the inflorescences of
the two cultivars at stages 15 and 17 could be related to the

G. Lebon - C. Magné - C. Clément ([])

Laboratoire de Stress, Défenses et Reproduction des Plantes,
URVVC EA 2069, UFR Sciences, Umversité de Reims
Champagne Ardenne,

Moulin de la Housse,

BP 1039, 51687 Reims Cedex 2, France

e-mail: christophe.clementi@univ-reims. fr

Fax: +33-3-26913339

E. Duchéne

INRA de Colmar, Unité de Recherche Vigne et Vin,
28 rue Herrlisheim,

BP 507, 68021 Colmar, France

0. Brun
Mumm-Perrier-Jouet Vignobles et Recherches,
51206 Epemay, France

sensitivity to flower abscission under climatic stress. In
particular, the presence of starch granules in PN ovules
and anthers might explain the higher resistance of this
cultivar to flower abscission.

Keywords Carbohydrates - Fruit set - Meiosis -
Reproductive organ development - Vitis vinifera L.

Introduction

Grapevine (Vitis vinifera L.) 1s affected by flower abscis-
sion to various extents, meaning that some of the flowers
are physiologically removed during development of the
inflorescence. Under optimal growth conditions, the
intensity of flower abscission remains compatible with
economical purposes. However, under environmental
stress, flower abscission may increase dramatically
depending on the cultivar, reaching up to 80% in cv.
Gewurztraminer (GW) (Huglin and Schneider 1998).

The first hallmarks of flower abscission consist of
abnormalities in ovary development at the time of meiosis
(Fougere-Rifot et al. 1993), which is a key step in the
formation of the female organ. Several hypotheses have
been proposed to explain flower abscission, such as
hormonal balance perturbation (Jackson 1991) or bad
climatic conditions during flowering (Jackson 1991).
More recently, nutrient deficiency in the inflorescences
has been suspected as a putative originator of flower
abscission in grapevine. It has been shown that carbon
metabolism may be involved in the process of flower
necrosis in cv. Pinot noir (PN) (Gu et al. 1996).

In higher plants, carbohydrate supply is of fundamental
importance for flowering and the achievement of sexual
reproduction. Developing flowers need carbohydrates
from the stage of floral initiation (Yu et al. 2000) up to
maturation of the floral organs (Clément et al. 1996;
Rodrigo et al. 2000) and fruit setting (Jean and Lapointe
2001; Ruiz et al. 2001; Iglesias et al. 2003). The two main
carbohydrates involved in flower nutrition are (1) sucrose,
as the main circulating form of carbohydrate from the
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source tissues (Winter and Huber 2000; Truernit 2001),
and (2) starch, which 1s actively mobilised during the
development of floral tissues (Clément et al. 1996;
Rodrigo et al. 2000). Sugars supplied to the reproductive
structures originate from root and stem reserves (Nishiza-
wa and Shihido 1998) or from photosynthesis performed
either in mature leaves (Gregory el al. 1996; Voznesens-
kaya et al. 1999; Miyazawa and Terashima 2001) or in the
flowers themselves (Vemmos and Goldwin 1994; Clément
et al. 1997).

In grapevine, the carbohydrates required for inflores-
cence development may originate either from perennial
woody organs or from annual leaves. In spring, carbon
reserves of roots are mobilised and sustain the expansion
of new young roots, annual stems and leaves, as well as
emerging inflorescences (Zapata et al. 2004). During
flower development, the leaves acquire their own photo-
synthetic autonomy and begin to provide photoassimilates
to sink organs. At this time there is a global change in the
whole plant physiology regarding sugar supply to
developing organs. The mobilisation of carbohydrate
reserves from the roots is progressively replaced by
increasing photosynthesis in the leaves (Zapata et al
2004). This source transition occurs during the develop-
ment of sexual organs, making them particularly sensitive
to physiological perturbations.

Whatever its cause, any perturbation of sugar physiol-
ogy during flower development usually leads to gameto-
phyte abortion (Dorion et al. 1996; Jean and Lapointe
2001), reducing the success of fertilisation and the yield
for cultivated species (Prymakowska-Bosak et al. 1999;
Siddiqi et al. 2000). The reproductive organs are
particularly sensitive to modifications of carbohydrate
physiology when fertile tissues reach meiosis (Saini 1997;
Jean and Lapointe 2001).

Since there is a strong transition in the source of sugars
from the roots to the leaves during flower development
(Zapata et al. 2004), we suspected that inflorescences are
affected by these changes at crucial steps of flower
development (Dorion et al. 1996; Jean and Lapointe
2001). Therefore, we attempted to correlate the rate of
flower abscission with sugar fluctuations in the inflor-
escences, focusing on key steps of sexual organ formation.
We followed the variations of carbohydrate content and
the location of starch in flowers, in parallel with the
progress of male and female organ development, in
vineyard-grown plants. For this purpose we used cvs.
GW and PN, which differ significantly in their fruit set
under normal conditions and their sensitivity to flower
abscission under climatic stress.

Materials and methods
Plant material and sampling
Thirty-year-old field-grown grapevines Fitis wvinifera L. flower

abscission sensitive cv. GW (clone 47) and the non-sensitive cv. PN
(clone 162), grafted on SO4 rootstocks and planted in an INRA

vineyard in Bergheim, France, were used in this study in 2002 and
2003. Plants under investigation were grown in the same location
and were subject to rigorously similar cultural practices.

The sampling stages were determined according to the classifi-
cation of Eichhorn and Lorenz (1977). Inflorescences were followed
during their entire development, from the “visible cluster” stage
(stage 12) up to fruit set (stage 27), representing six developmental
stages: 12, 15, 17, 21, 25 and 27. Moreover, the period between
stage 15 and 17 was split into two additional stages: “separated
cluster” stage (stage 15), stage 15+2 days (15+2d), stage 15+8 days
(15+8d), and “separated floral buds™ stage (stage 17). Inflorescences
were collected at each development stage and frozen in liquid N
and stored at —80°C until the determination of sugars, or treated
immediately after harvest for microscopy analysis.

Dry weight analyses

Dry weight (DW) of inflorescences was estimated after freeze-
drying for 72 h with a CS5L device (Serail Lyophilisateur).

Determination of fruit set rate

Fruit set rate is the major parameter used for assessing the success of
sexual reproduction. It was evaluated as the ratio of berries over
flowers after counting the number of flower scars per inflorescence
and the number of berries per bunch (stage 27).

Preparation for microscopy

Flowers were fixed in 2% glutaraldehyde (v/v in a 0.1 M phosphate
buffer) at pH 7.2 in the presence of 2% (w/v) sucrose and 1% (v/v)
Tween 20 for 24 h under continual agitation at room temperature.
After three rinses (5 min each) in buffer with 2% (w/v) sucrose,
flowers were postfixed with 1% (w/v) osmium tetroxide in the same
buffer for 4 h. Flowers were then rinsed three times (5 min each) in
buffer, dehydrated in an alcohol series, transferred to acetone, and
embedded in araldite.

Semi-thin sections (1 um) were collected on glass sides and the
periodic acid Schiff polysaccharide specific reaction was carried out.
Sections were first immersed in 1% (w/v) periodic acid for 4 h, then
in Schiff’s reagent without rinsing for 16 h, and finally in 5% (w/v)
sodium metabisulfite for 20 min. Sections were then rinsed in
distilled water, air-dried, and mounted in Eukitt.

Carbohydrate analysis
Extraction

Lyophilized inflorescences were ground in a mortar with Fontaine-
bleau sand and 10 volumes of ethanol (80°). Sugars were then
extracted for 15 min at 84°C under continual agitation. After
adjusting the volume to 5 ml with distilled water, the extract was
centrifuged at 4°C for 10 min at 11,000 g. For soluble sugars, the
supernatant was used for soluble sugar determination. For starch, the
pellet previously obtained was suspended in a mixture containing
dimethylsulfoxide:8 N hydrochloric acid (8:2) and starch was
dissolved over 30 min at 60°C under continual agitation. After
cooling, the extract was centrifuged at 20°C for 10 min at 13,000 g
and the supernatant was kept at —80°C until use.
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Table T Number of flowers and berries per bunch, and rate of fruit
set in Pinot Noir (PN) and Gewurztraminer (GW) cultivars. Values
are means of six replicates £ SE

PN GW
Number of flowers 206.3£23.9 231.0431.5
Number of berries 134.8+£204 188.0£18.0
Fruit set (%) 65.1+2.7 81.8+5.7

Sucrose, glucose and fructose assay

Sucrose, glucose and fructose were assayed because they are the
major sugars in grapevine (Glad et al. 1992). p-Glucose was
phosphorylated and oxidised in the presence of NADP to gluconate-
6-phosphate and NADPH,H'. The amount of NADPH,H" formed
was determined by means of its absorbance at 340 nm. Fructose was
phosphorylated to fructose-6-phosphate by a hexokinase in the
presence of ATP. Fructose-6-phosphate was then converted to
glucose-6-phosphate by a phosphoglucoisomerase. Glucose-6-phos-
phate formed was tested as described above and a blank was
performed without phosphoglucose isomerase. Sucrose was hydro-
lyzed to p-glucose and b-fructose in the presence of a f-
fructosidase. p-Glucose formed was then determined as described
above and compared with a blank without B-fructosidase.

Starch assay

Aliquots of 100 ul extract were used to determine starch concen-
tration. The aliquot was mixed with 100 pl Lugol iodine solution
(0.03% T, and 0.06% KI in diluted 0.05 ¥ HCI). After 15 min, the
absorbance was read spectrophotometrically at 600 nm. A blank was
performed with the starch solvent (DMSO:HCI, 8:2) instead of the
extract.

Statistical analysis

At least five assays were performed for each stage of flower
development, and three independent readings were carried out for
each extract. For carbohydrate determination, results are expressed
in milligrams/gram DW +SE. Statistical analyses were camried out
using Student’s 7 test. A 2% probability was considered significant.
For microscopy, four samples were analysed at each phenological
stage to check the developmental stage of the anther and the ovule,
and to localise starch in the flower organs.

Results
Fruit set

The number of flowers per inflorescence was statistically
identical in the two cultivars but the number of berries was
higher in GW (Table 1). As a consequence, the percentage
of fruit set was 81.845.7% in GW against 65.142.7% in
PN.

Inflorescence growth and development
Phenological development was synchronous in the two

cultivars and could be divided into three periods (Fig. 1).
The inflorescence developed from stage 12 to stage 15 in
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Fig. 1 Phenological development of inflorescences in grapevine
(Fitis vinifera L.) cvs. Gewurztraminer (GW) and Pinot noir (PN).
Numbers on graph correspond to number of days between two
successive stages of development (according to the classification of
Eichhom and Lorenz 1977). Stages: /2 Visible clusters, /5
separated clusters, /7 separated floral buds, 27 10% opened flowers
(early bloom), 25 90% opened flowers (late bloom), 27 fruit set

4 days, and then to stage 17 within 9 days. Thereafler,
development slowed since 18 days were required to reach
stage 21 (flowering onset). Full bloom (stage 25) occurred
within the following 24 h and an additional 7 days were
required lo reach fruit set (stage 27), representing about
29 days after stage 12.

During the whole of flower development, PN inflor-
escences were significantly bigger than those of GW
excepl at the fruit set stage (Fig. 2). From stage 12 to stage
25 (bloom), inflorescence DW regularly increased, from
2944 mg to 200417 mg in GW and from 2748 mg to 396
+24 mg in PN. Afterwards, inflorescence weight rose
suddenly in both cultivars, reaching 1,0404350 mg in GW
and 1,4504320 mg in PN at fruit set (stage 27).

Reproductive organ development

From stage 12 to stage 15, female reproductive cells were
sporogenous lissue in the two cultivars (Fig. 3a—c¢) and
reached the macrospore mother cell stage at 15+2d
(Fig. 3d). The time-course of female development differed
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Fig. 2 Weight variations of cvs. GW and PN inflorescences during
flower development. Open circles GW, closed circles PN. Stages as
in Fig. 1, plus /5+2d separated clusters +2 days, 15+ 8d separated
clusters +8 days. Values are means (n=5) +SE. Asterisks indicate a
0.1% probability that was considered significant
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Fig. 3A-G  Female organ development and starch localisation; Ow
ovary wall, O ovary, Oc ovarian cavity, f funicle, Nu nucellus, Tg
tegument, er external tegument, if internal tegument. A stage 12:
Sporogenous tissue (S7) stage in PN. Starch grains (arrowheads)
detected in ovary wall; <1,200. B Stage 15: archespore (srar) stage
in PN. Starch (arrowheads) located in ovary wall; x500. C Stage 15:
archespore (star) stage in GW. No starch detected in ovary wall,
open arrowheads polyphenols; x560. D Stage 15+2d: macrospore

thereafter. In PN, ovules underwent meiosis between
stages 1542d and 15+8d, whereas meiosis occurred
between stages 15+8d and 17 in GW. The residual
macrospore generating the embryo sac was formed at stage
15+8d in PN (Fig. 3e) and at stage 17 in GW (Fig. 31). In
PN, the embryo sac still developed at stage 17 (Fig. 3g).
However, at the onset of anthesis, the embryo sac was
fully developed in both cultivars.

The time-course of pollen development was also
different in the two cultivars. Sporogenous cells were
detected in the anthers of both cultivars at stage 12
(Fig. 4a, b). Meiosis occurred thereafier at stage 15 in PN
and between stages 15 and 1542d in GW, giving rise to

mother cell (star) stage in PN. No starch detected; »400. E Stage 15
+8d: embryo sac mother cell (star) stage in PN. Macrospore (star)
and swrrounding nucellus contained amylaceous reserves (arrow-
heads), *450. ¥ Stage 17. embryo sac mother cell (star) stage in
GW. No starch detected; =250. G Stage 17: developing embryo sac
(star) stage in PN. Starch (arrowheads) still abundant m ovary wall;
%200

tetrads at stages 15 and 15+2d in PN and GW, respectively
(Fig. 4c, d). In PN, tetrads released the microspores in the
loculus at stage 15+2d (Fig. 4e) and at the stage 15+8d in
GW (Fig. 4f). Microspores underwent vacuolisation until
stage 15+8d (Fig. 4g) in PN. Sporal mitosis occurred at
stage 17 (Fig. 4h) and pollen maturation extended to stage
21, leading simultaneously to mature pollen grains at
anthesis in both PN and GW.
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Fig4A-H Anther development and starch localisation during
flower development; SC sporogenous cell, e epidermis, E endothe-
cium, L middle layer, r tapetum, T tetrads, S septum. A Stage 12:
sporogenous cell in PN. Abundant amylaceous reserves (arrow-
heads) detected in epidermis and sporogenous cells. No starch
detected in endothecium; x500. B Stage 12: sporogenous cell stage
in GW. Few starch grains (@rrowheads) present in GW in epidermis
and sporogenous cells. Endothecium devoid of starch; x500. C
Stage 15+2d: tetrads in GW. Starch grains (arrowheads) observed in
endothecium, tapetum and tetrads but not in epidermis or middle
layer; %400. D Stage 15: late tetrads with primexine stage in PN.

Amylaceous reserves (arrowheads) present only in endothecium and
tetrads); »x400. E Stage 15+2d: young microspores (YM) stage in
PN. Starch present only in endothecium; =700. F Stage 15+8d:
young microspore stage in GW. Amylaceous reserves (arrowheads)
present only in endothecium; =700. G Stage 15+8d: vacuolated
microspore (FM) stage in PN. Amylaceous reserves (arrowheads)
abundant in endothecium, middle layer, and septum as well in
microspores; x700. H Stage 17: bicellular pollen grain (BPG) stage
in PN. Starch grains (@rowheads) present in endothecium (E).
Starch (arrowheads) abundant in vegetative cell (ve) of pollen grain,
but not in generative cell (gc); x600
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Fig. SA-1 Starch localisation in vegetative parts during flower
development; e epidermis, P parenchyma. A Longitudinal section of
PN flower at stage 17 showing starch accumulation in various sites.
A anther, f funicle, F anther filament, /P floral peduncle, FR floral
receptacle, M microspores, Nu nucellus, Ov ovule, Pr petal, S sepal
%80. B Stage 17: floral peduncle in PN. Starch (arrowheads)
observed in epidemmis and parenchyma; x200. C,D Stage 17: floral
receptacle in PN. Starch grains (arrowheads) abundant and regularly
distributed in epidermis, parenchyma and vascular bundles; C =180,

D %450. E Stage 17 petal in PN. Amylaceous reserves (arrowheads)
located in epidermis and parenchyma; =<280. F Stage 12: anther
filament in PN. Starch (arrowheads) present in epidermis and
parenchyma: x 160. G Stage 17: anther filament in PN. Starch grains
(arrowheads) poorly represented in epidermis and parenchyma;
%240. H Stage 12: sepal in PN. Starch (arrowheads) located in
epidermis and abundant in parenchyma; =350, I Stage 17: sepal in
PN. Starch grains (arrowheads) less abundant in epidermis and
parenchyma than in previous stage; x320
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Starch location

The presence of starch was examined in each floral organ
(Fig. 5a) during the entire developmental period in both
cultivars and the location of starch revealed that differ-
ences were not cultivar-dependant but stage-dependant,
with the exception of the ovule. In sterile organs,
amylaceous reserves were abundant in the floral peduncle
(Fig. 5b) and receptacle (Figs. 5c¢, d). Starch was located
mainly in the parenchyma or in the epidermis. No starch
variation was detected in these organs during the whole of
floral development. Similarly, in the petals, starch was
constant in the parenchyma during floral development
(Fig. 5e). In the sepals (Fig. 5f, g) and the anther filament
(Fig. 5 h, 1) starch progressively disappeared during
development. In these organs, starch was located in both
the parenchyma and the epidermis.

Differential starch fluctuations were detected in the
fertile organs of the two cultivars. Considering the female
organ, starch grains were present in the macrospore and
the surrounding nucellus in PN (Fig. 3¢) at stage 15484,
whereas no starch was present in the ovules of GW
(Fig. 3f). At stage 17, starch was present in the ovary
parenchyma as well as in the integuments throughout
floral development in both cultivars (Fig. 3f, g).

In the anther, starch was present in both the sporophytic
and gametophytic tissues during pollen development. In
the sporophytic cell layers, starch was localised in the
epidermis, endothecium, middle layers and tapetum
(Fig. 4a, ¢, d, g). During flower development, this
localisation of starch did not vary, and no major difference
was observed between the two cultivars. Conversely, in
the sporogenous tissues, differences between the two
cultivars appeared at premeiosis. Indeed, at stage 12, the
sporogenous lissue of PN exhibited abundant amylaceous
reserves (Fig. 4a), while no trace was detected in GW
(Fig. 4b). Later, at stage 15+8d, microspores of PN had
accumulated starch grains (Fig. 4g), but those of GW had
not (Fig. 4f).

Carbohydrate content

In the two cultivars, starch concentration in the inflor-
escences was maximal at stage 12, corresponding to 7.1
+0.5 mg (g DW) " and 8.240.6 mg (¢ DW) " in GW and
PN, respectively (Fig. 6a). Afterwards, starch variation in
the inflorescences could be divided into two phases: (1)
the first phase extended from stage 12 to stage 17 and
consisting of a steady starch decrease, down to 2.7
+0.3 mg (g DW) " and 2.840.4 mg (g DW)"' in GW and
PN, respectively; (2) the second phase extended from
stage 17 to stage 27 and was characterised by a succession
of amylogenesis/amylolysis sequences, with a maximum
observed at stage 25. Although starch concentration in
both GW and PN decreased from stage 12 to stage 17,
significant differences were noticed between stages 15 and
17, and particularly at stage 15+2d. At this step (female
structures  at macrospore mother cell stage and male
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structures at tetrad stage), the starch concentration in the
inflorescences of GW was 2-fold higher than in those of
PN. In addition, the starch level in inflorescences at full
bloom (stage 25) was 50% higher in GW than in PN.

In GW inflorescences, the sucrose concentration
increased from 29424 mg (g DW) ! to 166
+1.1 mg (g DW)" between stages 12 and 15+2d, before
dropping rapidly to 0.240.2 mg ¢ DW ' at stage 17
(Fig. 6b). From stage 17 up to fruit set (stage 27), sucrose
content alternatively increased and decreased between 0.2
+0.2 mg (g DW) " at stage 17 and 4.3+1.1 mg (g DW) " at

Starch (% DW)

Sucrose (% DW)

50

40

30

20

Glucose (% DW)

Fructose (% DW)
o

12 15 15+2d 15+8d 17 21 28 27
Stages of development

Fig. 6A-D Changes in some carbohydrate content of cvs. GW and
PN inflorescences during flower development. Open circles GW,
closed circles PN. Starch (A) and soluble carbohydrates sucrose (B),
glucose (C) and fructose (D) were measured. Values are means
(n=5) +SE. Asterisks indicate a 2% probability that was considered
significant
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stage 27. In PN inflorescences, the concentration of
sucrose fluctuated irregularly between 0 and 7.1
+4.1 mg (g DW)™" during the whole flower development.
From stage 15 to stage 17, the sucrose level was
significantly higher in the inflorescences of GW than in
those of PN. However at stage 17, the sucrose concentra-
tion was higher in the PN inflorescences.

Glucose was the most represented soluble sugar in the
inflorescence during the entire flower development. Glu-
cose concentration in cvs. GW and PN was higher in stage
12, at 32.7+7.8 and 43.5+12.5 mg (g DW) ' inflores-
cences, respectively (Fig. 6¢), decreasing to 15.8+0.8 and
22.745.2 mg (g DW)™" in GW and PN, respectively, at
stage 15, then remaining stable until stage 25. Finally,
glucose concentration at anthesis (stage 25) fell slightly to
20.943.8 and 19.744.3 mg (g DW)™" in GW and PN,
respectively. Significant differences between the two
cultivars were noticed at stages 15, 15+8d and at anthesis
(stage 25). In all cases, glucose content was significantly
higher in PN inflorescences than in those of GW.

Fructose concentration presented a similar profile
during flower development in both GW and PN cultivars.
The lowest fructose levels were observed at stage 12 [11.2
+6.4 and 6.5+3.6 mg (g DW)™', respectively] and at stage
27 [6.840.6 and 6.140.9 mg (g DW) ', respectively;
Fig. 6d]. Between these stages, fructose concentration was
higher, ranging from 15 to 25 mg (g DW)™', and
significant differences between the two cultivars were
observed at stage 15+8d. At this stage, fructose content
was higher in PN inflorescences than in those of GW, at
24.5+1.6 and 20.442.4 mg (g DW) ', respectively.

Discussion
Chronology of flower development

Following the whole of flower development, we showed
that the ontogenesis of male and female organ is not
synchronous in cvs. GW and PN. Both female and male
meiosis occurred earlier in PN than in GW, the delay
corresponding o 2-6 days in the ovule and 2 days in the
anther. The criteria used to delermine the stage of
inflorescence development in grapevine are based on
morphological traits (Eichhorn and Lorenz 1977) and do
not necessary reflect the stages of development for the
fertile organs, especially at key steps such as meiosis. For
example, in cvs. Merlot, Cabemet-Sauvignon and Char-
donnay, meiosis occurred 10, 15 and 16 days before
anthesis, respectively (Fougére-Rifot et al. 1993). There-
fore, the duration of reproductive development between
meiosis and bloom is cultivar-dependent. These results are
in agreement with previous data obtained in various
cultivars of apple (Sato et al. 1988) or in apricot
(Albuquerque et al. 2002).

Under unfavourable environmental conditions, asyn-
chronous development of male and female gametophytes
may have dramatic consequences on the success of
fertilisation and the subsequent yield. In apricot, female

sterility is partly due to delayed ovule development at
anthesis and causes a low fruit set (Lillecrapp et al. 1999;
Albuquerque et al. 2002). In the case of grapevine, male
and female gametophytes were fully developed at anthesis
under favourable conditions, enabling some pollination
and fertilisation in GW (81.845.7%) and in PN (65.1
+2.7%). However, when climatic stress occurs, the delay
of ovule development in GW may generate development
abnormalities and lead to abscission.

Carbohydrates in the inflorescences

The main differences in carbohydrate content in the
inflorescences of GW and PN were detected between
stages 12 and 17. This period coincides with (1) the
occurrence of meiosis in male and female organs of both
cultivars and (2) a strong transition in the whole plant
physiology, since the carbohydrate source originating from
root and trunk reserves 1s progressively replaced by
photosynthesis in the leaves (Zapata et al. 2004). During
this period starch and sucrose concentrations were higher
in GW inflorescences, whereas glucose and fructose
concentrations were higher in PN,

Under stress conditions, grapevine accumulates high
amounts of starch, which participates in the resistance to
unfavourable environmental conditions (Ail Barka and
Audran 1996; Saladin et al. 2003). The amount of starch in
the ovule at meiosis may be correlated to the sensitivity of
grapevine cullivars to flower abscission. Indeed, between
stages 15 and 17, starch was present in the ovule of PN but
not in GW. In other species, it has been demonstrated that
the initiation of ovule formation (Rodrigo et al. 2000), and
achievement of ovule development, is conditioned by the
presence of starch within the ovular tissues (Rodrigo and
Herrero 1998). This strongly suggests that starch content
in the female organ is crucial for ovule fate (Rodrigo et al.
2000; Jean and Lapointe 2001; Ruiz et al. 2001). In this
respect, the greater sensitivity of GW Lo flower abscission
when the plant is subject to drastic fluctuations in climatic
conditions, may be correlated with the lack of amylaceous
reserves in the ovule at key steps of development
However, the absence of starch in the ovule of GW does
not seem to interfere with development under favourable
conditions since the fruit set under such conditions is
significantly higher.

Similarly, in the anther prior to meiosis (stage 12),
starch is present in the male sporogenous tissue of PN but
not in GW. It has been shown that the development of the
male gamelophyte may be affected under stress condi-
tions, especially when the stress occurs close o meiosis
(Dorion et al. 1996; Saini 1997). Again the presence of
starch in the male gametophyte may enable PN to more
easily counleract the damage caused by climatic changes
and allow the proper achievement of pollen development.

Al the onset of female and male meiosis, although the
global amount of starch is higher in GW inflorescences,
the anatomical analysis of starch repartition indicates that
amylaceous reserves are more abundant in the ovules and
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anthers of PN. These differences are due lo the level of
starch stored in the stalks (data not shown), explaining the
finding that higher amounts of starch could be stored in
bunches of GW compared to those of PN.

A strong correlation has often been pointed out in
woody plants between successful development of fertile
sexual organs and the amount of carbohydrates available
in the flower at various stages of development (Rodrigo et
al. 2000; Jean and Lapointe 2001; Ruiz et al. 2001;
Iglesias et al. 2003). Considering the differential sensitiv-
ity to flower abscission of cvs. GW and PN, the higher
amount of soluble sugars in GW could explain the higher
fruit set in GW under optimal conditions, whereas the
presence of starch in PN ovules could contribute to the
higher tolerance of this cultivar to flower abscission when
abiolic stress cause changes in carbohydrate metabolism
(Saini 1997).
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Tableau 8. Développement des structures reproductrices males et femelles du Gerwurztraminer et du Pinot noir du stade 12 (grappe visible)
au stade 21 (10% de fleurs ouvertes).

Les fléches symbolisent les méioses.

Stade 12 Stade 15 Stade 15+2 j Stade 15+8 j Stade 17 Stade 21
Structures Tissu } Cellule-mére Cellule-mere Jeune sac Sac
PN R Archéspore de du sac : .
femelles sporogéene . embryonnaire embryonnaire
macrospores embryonnaire
) ) Cellule-mere Cellule-mere Cellule-mere
Tissu Tissu Sac
GW R R de de du sac )
sporogene sporogene ) embryonnaire
macrospores macrospores embryonnaire
Structures ) , . .
males PN TISSL:I Tgtrades de Microspores Microspores Jeune grainde  Grain de pollen
sporogéne microspores pollen mature
Tissu Cellules-mere Tétrades de . . Grain de pollen
GW N . X Microspores Microspores
sporogene de microspores microspores mature
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Les travaux présentés dans cet article montrent des différences majeures entre les deux
cépages au niveau du développement des structures reproductrices et de 1’évolution du

contenu glucidique des inflorescences.

Ainsi, le développement des structures males et femelles est plus précoce chez le PN
que chez le GW (Tableau 8). Chez le PN, la méiose ovulaire est plus précoce de 2 a 6 jours et

la méiose pollinique de 2 jours.

L’évolution glucidique dans les inflorescences au cours de leur développement (du
stade grappe visible au stade nouaison) est différente entre les deux cépages. Les principales
différences sont observées entre les stades 15 et 17, et notamment au stade 15+8 jours. A ce
stade, les inflorescences de GW présentent des taux d’amidon et de saccharose plus
importants que celles de PN. Au contraire, les teneurs en hexoses (glucose et fructose) sont
plus élevées dans les inflorescences de PN que dans celles de GW. Les deux cépages ont donc

un métabolisme glucidique différent.

De plus, entre les stades 15 et 17, les ovules de PN contiennent de I’amidon mais pas
ceux de GW. Or, au stade 15+8 jours, la méiose ovulaire a dé¢ja eu lieu chez le PN, mais pas
chez le GW (Tableau 8). Comme le contenu en amidon est déterminant pour le devenir des
ovules (Rodrigo et Herrero 1998 ; Rodrigo ef al. 2000), la plus grande sensibilité a la coulure
du GW par rapport au PN pourrait étre due a la plus faible teneur en amidon des ovules de

GW.

Les teneurs en glucides des inflorescences sont différentes entre le GW et le PN. Ces
différences sont le résultat d’un métabolisme glucidique différent. En effet, les concentrations
de glucides sont régulées par les teneurs de chaque glucide dans les divers niveaux
d’organisation de la plante et selon que les organes soient des sources ou des puits
métaboliques. Ainsi, les contenus glucidiques régulent la photosynthése via des rétro-
controles (Koch 1996 ; Paul et Pellny 2003) et modifient 1’activit¢ des enzymes du
métabolisme glucidique (Nakamura et Yuki 1992 ; Sturm et Tang 1999 ; Hellmann et al.
2000 ; Salerno et Curatti 2003) : ceci permet le maintien des concentrations optimales de
glucides dans les différentes parties de la plante en fonction des besoins. L’étude des activités
enzymatiques relatives au métabolisme glucidique doit donc étre entreprise afin de connaitre

les enzymes responsables des différences observées lors des travaux relatés dans ’article 1.
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Changes in enzyme activities of carbohydrate metabolism during
the development of grapevine (Vitis vinifera L.) flowers

Abstract In order to further understand the relationships
between flower development and sugar metabolism in
grapevine, we compared the fluctuations of both starch
and sucrose in the inflorescences with the activity of
their related enzymes from the appearance of flower
buds until fruit set. The measurements were carried out
on the GW and the PN cvs., differing in their sensitivity
to flower abscission. We particularly focused on
meiosis, which is a crucial point for the achievement of
sexual reproduction. The main differences of
carbohydrate metabolism in inflorescences occur during
meiosis. In the inflorescences of both cvs., variations of
enzyme activities can be correlated to their differences
in sugar contents. Starch fluctuations were mediated by
the activity of amylases (alpha- and beta-) rather than by
starch synthase. The variations of sucrose correlated
with the activity of SSd and both Cy and WB Inv but
not with the one of SPS. At meiosis, this leads to a
higher pool of available hexoses in developing
inflorescences of PN than of GW, which may explain
the lower sensitivity to flower abscission in PN under
stress. Finally, the significant increase of sucrose
degrading enzyme activities such as SSd, Cy Inv and
WB Inv from stage 17 was interpreted as the first sign
of the strong physiological modifications that occur in
the ovaries between fertilization and the onset of fruit
formation.

G. Lebon - C. Clément (X))

Laboratoire de Stress Défenses et Reproduction des Plantes,
URVVC UPRES EA 2069,

Université de Reims Champagne Ardenne,

UFR Sciences,

Moulin de la Housse,

BP 1039,

51687 Reims Cedex 2, France

Keywords carbohydrate metabolism - flower drop -
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Abbreviations aA: alpha amylase - f4: beta amylase -
Cy Inv: cytosolic invertase - GW: Gewurztraminer - PN:
Pinot noir - SPS: Sucrose-phosphate synthase - SSd:
Sucrose synthase (degradation) - SSs: Sucrose synthase
(synthesis) - StSy: Starch Synthase - WB Inv: wall bound
invertase

Introduction

Grapevine (Vitis vinifera L.) is naturally affected by
flower abscission depending on both physiological
factors such as carbon nutrition (Lebon et al. 2004) or
cultivars (Huglin and Schneider 1998) and
environmental factors such as chilling (Ebadi et al.
1995; 1996) or heat (Young et al. 2004). Under optimal
growth conditions, the intensity of flower drop
represents a specific trait of each cultivar (cv.). For
instance, in the Gewurztraminer (GW) cv. flower drop
corresponds to 18 % of the total flowers whereas in the
Pinot noir (PN) cv. the abscission of flowers reaches 35
% (Lebon et al. 2004). However, when environmental
stress occurs, the rate of flower abscission may change
dramatically, reaching up to 80% in the GW cv. (Huglin
and Schneider 1998). In this respect, the various
cultivars (cvs.) of grapevine can be classified in two
types according to their sensitivity to flower drop under
stressing conditions: (i) sensitive cvs. such as GW, and
(ii) non-sensitive cvs. such as PN.

Under optimal growth conditions, the rate of flower
abscission is correlated to the pathway of both male and
female organ development and to the amount of
carbohydrates in the inflorescences (Yu et al. 2000;
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King et Ben Tal 2001). Comparing GW and PN, it was
shown that the development of reproductive structures
in PN is more precocious than in GW (Lebon et al.
2004). Moreover, gametophyte development is
dependant on sugar physiology, and any perturbation in
carbohydrate metabolism during flower development
induces gametophyte abortion (Dorion et al. 1996; Jean
and Lapointe 2001), thus reducing the success of
fertilization (Prymakowska-Bosak et al. 1999; Siddiqi et
al. 2000). In particular, the reproductive organs are
sensitive to modifications of carbohydrate physiology
when fertile tissues reach meiosis (Saini 1997; Jean and
Lapointe 2001). At this key step, the carbohydrate status
of grapevine inflorescence depends on the cultivars and
can be correlated to the rate of fertilizatl ion (Lebon et
al. 2004).

The pathway of sugar fluctuations in woody plant
organs is the result of complex regulation processes
involving photosynthesis (Pego et al. 2000; Paul et al.
2001; Lebon et al. 2005a) and reserve
mobilization/restoration (Zapata et al. 2004a, b). Carbon
assimilated in photosynthetic leaves is translocated into
sucrose to sink organs, where sucrose is converted into
glucose and fructose or stored into starch reserves. Most
often the control of carbohydrate variations is reliable
with feedback regulation of photosynthesis by carbon
metabolites (Koch 1996; Paul and Pellny 2003),
affecting the related enzyme activities (Nakamura and
Yuki 1992; Sturm and Tang 1999; Hellmann et al. 2000;
Salerno and Curatti 2003). In the developing
inflorescence of grapevine, it was shown that
carbohydrates are supplied by reserve mobilization from
perennial organs (Zapata et al. 2004a) and by
photosynthesis in both leaves (Vanden Heuvel et al.
2002) and inflorescences (Lebon et al. 2005a). Sugar
variations in the flowers during early stages of
development are determinant for the sensitivity of cvs.
to flower abscission (Lebon et al. 2004). Though all the
related enzyme activities were followed after
fertilization aiming at understanding fruit physiology
(Hawker 1969; Takayanagi and Yokotsuka 1997; Dreier
et al. 1998), no data is currently available about
carbohydrate physiology in the developing
inflorescences, despite its crucial role in the
achievement of sexual reproduction.

Starch is of great importance as sugar nutrient
reserve in the developing flowers (Rodrigo and Herrero
1998; Rodrigo et al. 2000). Starch-degrading enzymes
in plant tissues include two kinds of amylases (Smith et
al. 2003). The alpha-amylase [0 A - EC 3.2.1.1] is an
endoenzyme that randomly cuts amylose and
amylopectin chains into dextrins. In addition, the beta-
amylase [BA A - EC 3.2.1.2] is an exoenzyme that
attacks the amylose chains on one side, releasing
molecules of maltose. These two enzymes reflect

distinct modes of starch mobilization and may represent
a potential marker among the various cultivars. The
enzymes necessary for starch biosynthesis are starch
synthase [StSy - EC 2.4.1.21] for the synthesis of
amylose by reaction with ADPGIc and starch branching
enzyme [EC 2.4.1.18] for the synthesis of amylopectin
by reacting with the amylose chains (Mukerjea and
Robyt 2005).

The inflorescence is the plant organ containing the
highest concentration of soluble sugars during its
development and sucrose represents the main form of
circulating sugar in young grapevine inflorescences at
key developmental steps (Lebon et al. 2004). Three
enzymes are directly involved in sucrose metabolism:
(i) sucrose phosphate synthase [SPS - EC 2.4.1.14],
which plays a major role in sucrose biosynthesis (Huber
and Huber 1996), (ii) sucrose synthase [SS - EC
2.4.1.13], which catalyses the reversible conversion of
sucrose and UDP into fructose and UDP-glucose (Sturm
and Tang 1999; Wang et al. 2000); SS is also
considered to assume sucrose synthesis in some plant
tissues (Dejardin et al. 1997). The third is invertase [Inv
- EC 3.2.1.26], which is a hydrolase, cleaving sucrose
irreversibly into glucose and fructose (Sturm and Tang
1999; Wang et al. 2000). Several Inv isoforms either
cytoplasmic (Cy Inv) or wall bound (WB Inv) have
been described in flower organs (Miller and Ranwala
1994), pointing to different sucrose utilization pathways
as well.

In order to further understand the relationships
between flower development and sugar metabolism in
grapevine, we assayed related enzymes in the
inflorescences accurately from the appearance of flower
buds until fruit set. We particularly focused on the
meiosis step, which was shown to be a crucial point for
the achievement of sexual plant reproduction and
reflecting major differences of sugar physiology in the
two cultivars (Lebon et al. 2004, 2005b). In this aim, 1
we used the GW and the PN cvs., differing in their
sensitivity to flower abscission. We particularly
interested in the enzymes involved in the synthesis and
degradation of both starch and sucrose since they are the
major sugars in the inflorescences of grapevine during
development (Glad et al. 1992).

Materials and methods

Plant material and sampling

Thirty-year-old field-grown grapevines (Vitis vinifera L.) GW (flower
abscission sensitive) cv. (clone 47) and PN (non-sensitive) cv. (clone
162) were grown in Bergheim (France) following similar cultural
practices. The sampling stages were determined according to the
classification of Eichhorn and Lorenz (1977). Inflorescences were
investigated during their whole development, from the “visible
cluster” stage (stage 12) up to fruit set (stage 27), representing six
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development stages: 12, 15, 17, 21, 25 and 27. For further precision,
especially at the key step meiosis, 2 additional stages were added
between the “separated cluster” stage (stage 15) and the “separated
floral buds” stage (stage 17): stage 15+2 days (15+2d) and stage 15+8
days (15+8d). Inflorescences were collected at the same hour during
the day to avoid circadian fluctuations. They were then frozen in
liquid N, and stored at -80°C until sugar or enzyme extraction and
activity determination.

Carbohydrate extraction

Lyophilized inflorescences were ground in a mortar with
Fontainebleau sand and 10 volumes of ethanol 80°. Sugars were then
extracted for 15 min at 84°C under continual agitation. After adjusting
the volume to 5 mL with distilled water, the extract was centrifuged at
4°C for 10 min at 11,000g. For soluble sugars, the supernatant was
used for soluble sugar determination. For starch, the pellet previously
obtained was suspended in a mixture containing
dimethylsulfoxide:hydrochloric acid 8N (8:2) and starch was
dissolved during 30 min at 60°C under continual agitation. After
cooling, the extract was centrifuged at 20 °C for 10 min at 13,000g
and the supernatant was kept at -80°C until use.

Sucrose assay (Bergmeyer, 1974)

Sucrose was hydrolyzed to D-glucose and D-fructose in the presence
of a B-fructosidase. D-glucose was phosphorylated and oxidized in the
presence of NADP to gluconate-6-phosphate and NADPH, H'. The
amount of NADPH, H" formed was determined by means of its
absorbance at 340 nm. D-glucose formed was then determined as
described above and compared with a blank without p-fructosidase.

Starch assay

Aliquots of 100 uL of the extract were used to determine starch
concentration. The aliquot was mixed with 100 uL of Lugol iodine
solution (38.3 mM KI and 2.8 mM 12 in 0.25 M HCI). After 15 min,
the absorbance was read spectrophotometrically at 620 nm. A blank
was performed with the starch solvent (DMSO:HCI, 8:2) instead of
the extract. Preparation of enzyme extract Each protocol was
performed at 0-4°C according to modified procedures from Nakamura
and Yuki (1992). The inflorescences were ground and 500 mg were
homogenized with 5 mL of chilled buffer containing 100 mM Tris-Hcl
(pH 6.5), 8 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 1 mM DTT and 0.1 mM PMSF.
The homogenate was transferred to Eppendorf tubes and centrifuged
for 5 min at 14,000g at 4°C. The supernatant was collected, stored at -
80°C and used as enzyme source. The pellet was washed twice,
suspended with the grinding solution and used for the assay of wall-
bound invertase. Protein concentration in each sample was determined
using a Bio-Rad DC protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
and BSA as standard.

Enzyme assays

Assays were carried out in the range of enzyme concentrations where
the activity increased linearly with time and substrate concentration.

Starch synthesis

Starch synthase (StSy - EC 2.4.1.21) - The assay was conducted
according to the modified protocol of Nakamura et al. (1989). An
aliquot of 50 uL of the enzyme extract was mixed to 230 uL of
1.6 mM ADP-glucose, 0.7 mg amylopectin and 15 mM DTT
preparing in 50 mM HEPES-NaOH at pH 7.4. After 20 min of
incubation at 30°C, the enzyme was inactivated by placing the mixture
in a boiling-water bath for 30 sec. Then 100 uL of a 50 mM HEPES-
NaOH pH 7.4 buffer, containing 4 mM PEP, 200 mM KCl, 10 mM
MgCl,, and pyruvate kinase (1.2 unit) were added and the reaction
mixture was incubated for 30 min at 30°C. The ADP produced by the

starch synthase reaction was converted to ATP and the resulting
solution was heated in a boiling-water bath for 30 sec and then
subjected to centrifugation for 5 min at 10,000g. The supernatant
(300 uL) was mixed to 300 uL. of 50 mM HEPES-NaOH (pH 7.4),
10 mM glucose, 20 mM MgCl, and 2 mM NADP. The starch
synthase activity was determined as the increase of absorbance at
340 nm after the addition of 1 uL each of hexokinase (1.4 units) and
G6P dehydrogenase (0.35 unit). Data were displayed in ug g formed
starch per mg of proteins per hour.

Starch degradation

Alpha amylase (0A - EC 3.2.1.1) - To estimate this activity, the a-
amylase enzyme was first inactivated by heating 1 mL of enzyme
source for 15 min at 70°C (Salas and Cardemil 1986). After
centrifugation at 10,000g for 15 min, 100 uL of supernatant were
added to 200 uL of substrate (0.15% starch, 20 mM CaCl,, and
50 mM NaCl prepared in 50 mM sodium acetate buffer at pH 4.8).
The mixture was incubated for 60 min at 37°C and the reaction
stopped by addition of 800 uL of an iodine solution (38.3 mM KI and
2.8 mM I, in 0.25 M HCI) and 3.2 mL of dH,O. The residual starch
content was then determined spectrophotometrically at 620 nm. Data
were expressed in ug of hydrolyzed starch per mg of proteins per
hour.

Beta amylase (BA - EC 3.2.1.2) - Estimation of the f-amylase activity
was performed at pH 3.6 in order to inhibit the B-amylase (Okamoto
and Akazawa 1979). An aliquot of 200 uL of the enzyme extract was
incubated for 60 min at 20°C in 200 uL of 1% starch and 0.78 mM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) prepared in 50 mM sodium
citrate buffer (pH 3.6). The reaction was stopped by adding 400 uL of
a revelation solution (43.8 mM 3,5-dinitrosalicyclic acid, 0.4 M
NaOH, and 1.06 M sodium/potassium tartrate). Samples were
incubated for 5 min at 95°C, and the absorbance measured at 540 nm.
Data were displayed in ug of formed maltose per mg of proteins per
hour.

Sucrose synthesis

Sucrose Synthase (SSs - EC 2.4.1.13) and Sucrose Phosphate
Synthase (SPS - EC 2.4.1.14) - The SS synthetic and SPS activities
were determined according to Kubo et al. (2001). An aliquot of
100 uL of enzyme extract was mixed to 50 uL of 0.05 M Tris-HCI
(pH 7.5) containing 100 mM UDP-glucose, 100 mM fructose and
10 mM MgCl,. The assay was conducted for 30 min at 25°C and
terminated by adding 150 uL of 1 N NaOH. A blank was prepared by
adding 1 N NaOH immediately after the onset of the assay.
Afterwards, unreacted hexoses in the reaction mixture were destroyed
by heating for 10 min at 100°C. To determine the amount of
synthesized sucrose, 3 mL of 0.15% anthrone in 13.7 M H,SO, were
added and the mixture was incubated for 20 min at 40°C. The SS
activity was calculated as the increase of absorbance at 620 nm, and
the data were expressed in ug of formed sucrose per mg of proteins
per hour. SPS was assayed following the same protocol than SS,
except that fructose was replaced to fructose-6-phosphate.

Sucrose degradation

Sucrose Synthase (SSd - EC 2.4.1.13) - The SS cleavage activity was
measured according to Kubo et al. (2001). An aliquot 200 uL of
enzyme source was mixed to 50 uL of 0.05 M Tris-HCI1 (pH 7.5)
containing 50 mM sucrose. The reaction was performed for 30 min at
25°C and terminated by adding 250 uL of 1 N NaOH. A blank was
prepared by adding IN NaOH at the onset of the assay. Afterwards,
hexoses were destroyed by heating for 10 min at 100°C and an aliquot
(50 uL) was used for sucrose determination using the anthrone method
described above. The SSd activity was measured as the decrease in
absorbance of 620 nm and expressed in ug of degraded sucrose per
mg of proteins per hour.

Acid invertase (EC 3.2.1.26) - Wall-bound and soluble acid invertase
activities were measured according to the modified protocol of Dreier
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et al. (1998). The pellet of the enzyme extract was used for wall-
bound invertase (WB Inv), whereas the supernatant was used for
determining the cytosolic invertase (Cy Inv) activity. An aliquot of
100 uL was mixed to 400 uL with 0.2 M acetate buffer (pH 4.0). The
reaction was started by adding 800 uL of 0.225 M sucrose, extended
for 30 min at 30°C and was stopped by adding 1 mL of DNSA-reagent
(3,5-dinitrosalicylic acid 1%), in 0.5 M KOH and 1 M K/Na-tartrate.
Glucose (0.5 umol) was supplied to avoid oxygen interference at low
reducing sugar concentrations and the mixture was boiled for 10 min.
After cooling, the invertase activity was calculated as the mean of
absorbance at 560 nm and expressed in ug formed glucose per mg of
proteins per hour. The vacuolar invertase activity was not assayed
because not involved in the carbon metabolism of both male and
female reproductive structures (Dorion et al. 1996; Sheoran and Saini
1996).

Data analysis

For each stage of flower development, 5 assays were performed from
five inflorescences of five different plants, and three independent
readings were carried out. Each result was the mean + SE of these
data. Mean comparison was carried out using Student’s #-test, and
difference was considered as significant at the P = 0.05 level.

Results

Carbohydrates

Starch fluctuated differently in the GW and the PN
inflorescences during flower development, especially
from stage 15 to stage 17, meaning during both male
and female meiosis (Fig. 1a). During this period, though
starch level decreased continuously in both cvs., it
remained 2 fold higher in GW than in PN until stage 17
(2.7 +0.3mg ¢g' DW in GW and 2.8 +0.4 mg g' DW
in PN). Afterwards a wave of amylogenesis/amylolysis
was detected in the inflorescences of both cvs., with a
higher amount of starch in GW at flower bloom (stage
25). Sucrose variations also showed significant
differences between GW and PN inflorescences at the
time of meiosis (Fig. 1b). In PN inflorescences, sucrose
concentration fluctuated irregularly during the whole of
flower development, showing a peak (7.1 + 4.1 mg g''
DW) at the 15+2d stage. In GW, a peak of sucrose was
registered during meiosis, reaching 16.6 + 1.1 mg g
DW at stage 15+2d. Sucrose level decreased afterwards
and remained low until stage 27.

Starch synthesis

The rate of starch synthesis in the inflorescences was
evaluated assaying StSy activity during the whole of
flower development (Fig. 2a). In both GW and PN cvs.
StSy activity was in a range of 0.085 ug formed
amylose mg protein” hour” at stage 12 and decreased
by 70% at stage 15. Afterwards the pattern of activity

varied according to the cv. In GW, the activity remained
low (around 0.02 ug formed amylose mg protein™ hour
") in accordance with starch degradation (Fig. la).
Thereafter a peak was registered at stage 17 followed by
a slight decrease at stages 25 and 27. In PN the
variations of StSy activity also corresponded to starch
fluctuations in the inflorescences (Fig. 1a). The activity
increased up to 0.07 ug formed amylose mg protein’
hour at stages 15+8d and remained at the same level
until fruit set, though a slight decrease was registered at
stage 27.
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Fig. 1a, b Changes in starch (a) and sucrose (b) contents of the GW
and PN cvs. inflorescences during flower development. For each
carbohydrate, white bars represent GW and grey bars PN. Values are
means (£SE) of 5 measurements. Statistical analyses were carried out
using Student’s #-test. For each stage, a 5% probability was considered
significant and marked by an asterisk.

Starch degradation

Both amylases displayed noticeable differences between
the two cvs. in terms of fluctuations during floral
development (Fig. 2b, c) but correlated well with the
measured variations in starch degradation/synthesis
(Fig. 1a). In GW, the aA activity globally coincided
with starch variations (Fig. 2b). The highest was
reached at stages 12 and 15, ranging 0.21 ug of starch
hydrolyzed mg protein™' hour”. The level transitory fell
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to 0.05 ug of starch hydrolyzed mg protein™ hour” at
stage 15+2d. Then, a new peak of enzyme activity was
registered during stages 15+8d and 17 and finally, levels
decreased to lower rates during the end of flower
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Fig. 2a, b, ¢ Starch (a: StSy, b: a-amylase, ¢: b-amylase) related
enzyme activities during the floral development of grapevine. For
each activity, open circles represent GW and closed circles PN.
Values are means (+SE) of 5 measurements. Statistical analyses were
carried out using Student’s #-test. For each stage, a 5% probability was
considered significant and marked by an asterisk.

development and fruit set. In PN the oA activity poorly
fluctuated as the starch content in the inflorescences. It
was ranging approximately at 0.1 ug of hydrolyzed
starch mg protein” hour” from stage 12 to stage 25,
despite it slightly diminished at stage 15. A significant
decrease was finally registered at stage 27.

The BA activity levels (Fig. 2c), as oA activity, were

in accordance with the pattern of starch fluctuations in
the inflorescences (Fig. 1a). In GW, BA activity was
constant between stages 12 and 15+2d when starch
concentration did not fluctuate. A peak was then
reported at stage 15+8d when starch was at the onset of
hydrolysis. The activity was then declined between
stages 17 and 25 whereas it increased at stage 27, in
parallel with starch degradation. In PN, a huge peak
reaching 0.22 ug formed maltose mg protein” hour!
was detected at stage 15, corresponding to the
simultaneous strongest mobilization of starch.
Afterwards the activity was not significantly modified
until stage 17 but slowly increased until stage 27, in
accordance with starch degradation.

Sucrose synthesis

The synthesis of sucrose in the inflorescences was
evaluated by the means of both SPS (Fig. 3a) and SSs
(Fig. 3b) activities. In both GW and PN the SPS activity
had the same pattern during the whole of flower
development (Fig. 3a) and was poorly correlated to
sucrose variations (Fig. 1b). The SPS activity was quite
constant from the stage 12 to the stage 27, ranging
approximately at 0.15 ug formed sucrose mg protein’
hour’, though it temporarily increased by 3 and 6 in
GW and PN respectively at stage 21.

The variation of SSs activity had different patterns
in the two cvs. (Fig. 3b) but exhibited better correlations
with sucrose variations (Fig. 1b) than SPS. In GW no
activity was measured at stage 12, whereas a huge peak
(0.172 + 0.050 ug formed sucrose mg protein” hour")
was registered at stage 15, corresponding to
simultaneous increase of sucrose concentrations (Fig.
1b). Afterwards, the activity was low until the stage 27.
In PN, SSs activity was 0.167 + 0.020 ug formed
sucrose mg protein” hour’ at the onset of flower
development. It declined during the following steps,
which could be correlated with decreasing sucrose
contents (Fig. 1b). Then a peak of activity (0.140 +
0.018 ug formed sucrose mg protein” hour') occurred
at stage 15+8d, followed by a significant increase of
sucrose concentration at stage 17 (Fig. 1b). Thereafter,
the SSs activity slightly diminished and was completely
arrested at stage 27.

Sucrose degradation

The cleavage of sucrose was assayed by measuring the
activity of SSd (Fig. 3c) and of both WB Inv (Fig. 3d)



tel-00011670, version 1 - 22 Feb 2006

Résultats et Discussions — 1 Partie — Publication 2 69
= 2 ~
f —O0—-GW a &

‘g —e—PN 02 §>

g 075 R

a 2~
2 o o <
= E =
£3 R
< O 05 @ ©u,
v 5 g &
£ 3 0.1 2 2

E EE

E o025, g3

& ]

on =

Z =

g 0 o =

i —0—GW ¢ o
25 ¢ 3 g
=8
- & -
£ 2 g
sz 03 i
- f=
P o 2 =S
=3 3 <
25 025 g

ES £

S =

0 T T T T T T T T O

3 —o-Gw e 12 15 15+2d15+8d 17 21 25 27

2

2 Stages of development
zE 1
te
g3
%
=3
5\_;0 0.5

()

£

=1

o

=

0 T Y T T T T T T

12 15 15+2d15+8d 17 21 25 27

Stages of development
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and Cy Inv (Fig. 3e). The SSd activity fluctuated
oppositely to sucrose concentrations in both cvs (Fig.
3c). In GW, SSd activity declined by 75% between

stage 12 to 15 and remained at this level until stage
15+2d, whereas sucrose accumulated in the meantime
(Fig. 1b). A peak of SSd activity was registered at stage
15+8d, reaching 0.601 + 0.022 ug degraded sucrose mg
protein™ hour, concomitantly with sucrose degradation.
A second peak was finally observed at stage 25, though
sucrose concentration was not significantly modified. In
PN, the SSd in the inflorescences presented two peaks at
stage 15 and 15+8d, corresponding respectively to 0.705
+ 0.157 and 0.422 + 0.113 ug degraded sucrose mg
protein” hour' and coinciding with sucrose intense
degradation. Later on, the activity of SSd in PN was

parallel to the one of GW.
The cleavage of sucrose by invertase may occur
either in the cell wall (WB Inv) or in the cytosol (Cy

Inv). The activity of the WB Inv poorly fluctuated
during the inflorescence development (Fig. 3d). In GW,
the activity was effective but constant, ranging
approximately at 1 mg degraded sucrose mg protein’
hour!, from stages 12 to 17. Afterwards, it
progressively increased up to 2.521 + 0.113 ug
degraded sucrose mg protein” hour" at the onset of fruit
growth. The variation of WB Inv in PN inflorescence
was globally similar, except that the stability of activity
observed from stages 12 to 15+2d did not coincide with
simultaneous decrease of sucrose concentration at stage
15.
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The activity of Cy Inv was lower than WB Inv and
had globally similar patterns in the two cvs. (Fig. 3e)
but it could not be correlated to the variations of sucrose
contents in the inflorescence, except at stage 15+2d
(Fig. 1b). At that time, the Cy Inv activity showed a
temporary peak, reaching respectively 0.729 + 0.174
and 0.347 + 0.048 ug degraded sucrose mg protein™
hour! in GW and PN, followed by an intense sucrose
cleavage in the whole inflorescence (Fig. 1b). From
stage 17, the Cy Inv progressively increased until the
onset of fruit development, reaching the highest values
at stage 25 in PN (1.026 + 0.222 ug degraded sucrose
mg protein” hour') and stage 27 in GW (1.070 =
0.092 ug degraded sucrose mg protein™ hour™). In PN
inflorescences, the Cy Inv then fell to 0.347 + 0.099 ug
degraded sucrose mg protein™ hour™ at stage 27.

Discussion

In grapevine inflorescences, both the development of
reproductive organs and the carbohydrate metabolism
are different in the flower abscission sensitive GW and
the non sensitive PN. Indeed, the ontogenesis of
reproductive organs is not synchronous in GW and PN
cvs. since both female and male meiosis occurred earlier
in PN than in GW (Lebon et al. 2004). At meiosis,
starch and sucrose levels are higher in GW
inflorescences than in PN but starch is present in the
ovule of PN and not in GW (Lebon et al. 2004). Since
the presence of starch in the ovular tissue during
development is crucial for the ovule fate (Rodrigo et al.
2000; Jean and Lapointe 2001; Ruiz et al. 2001),
especially at meiosis (Dorion et al. 1996; Lalonde et al.
1997), the lack of amylaceous reserves in the ovule of
GW at meiosis may explain its sensitivity to flower
abscission (Lebon et al. 2004) under stressing
conditions.

Fluctuations of starch levels in inflorescences in
the flower drop sensitive GW and the non-sensitive PN
were relevant to related carbon metabolism enzymes.
For the first time, starch and sucrose related enzyme
activities were assayed in grapevine inflorescences
during flower development, before fruit setting
particularly. In both cvs., the variations of starch levels
during the whole floral development are closely
correlated to both a- and -amylase activities. In GW
inflorescences, starch concentration is inversely linked
to the -amylase activity until stage 15+8d and to the a-
amylase activity thereafter. The situation is different in
PN since p-amylase activity mostly corresponded to

starch fluctuations during the whole of floral
development, although a-amylase activity also acts to
the maintenance of starch level after stage 15+2d.

Conversely, starch fluctuations in grapevine
inflorescences seem to be poorly related to StSy
activity. Our results are in accordance with earlier
results obtained in maize. Indeed, fluctuations of starch
content in maize ovaries are strongly related to the total
amylase activity from 5 days before pollination to 2
days after (Zinselmeier et al. 1999). Also, in rice and
wheat, changes of starch contents in anthers from
meiosis to mature pollen are not correlated to StSy
activity (Sheoran and Saini 1996; Dorion et al. 1996).

In both cvs., the fluctuations of sucrose in
inflorescences during floral development is consistent
with the activities of the three tested degrading sucrose
enzymes. Firstly, fluctuations of inflorescence sucrose
contents from the “visible cluster” stage (stage 12) up to
fruit set (stage 27) are coherent with SSd activity. In
GW and PN inflorescences, each increase of SSd
activity coincides with a decrease of sucrose levels and
vice et versa. In rice and wheat anthers, SSd activity
fluctuations had no effect on sucrose contents (Dorion et
al. 1996; Sheoran and Saini 1996), except in wheat at
anthesis when the stimulation of SSd activity induces a
strong decrease of sucrose levels.

Secondly, the fluctuations of Cy Inv and WB Inv
activities, from stages 15+2d and 15+8d respectively to
27 (fruit set), may also explain the variation of sucrose
content in the inflorescences of both cvs. From stages
15+2d to 27 (fruit set), continual increase of Cv Inv
explains the maintenance low sucrose levels (under 5%
DW) in both cvs. inflorescences. The variations of
vacuolar Inv activity were not assayed because it has
been demonstrated that vacuolar Inv had no impact
either on sucrose contents of wheat or rice anthers from
meiosis to mature pollen (Dorion et al. 1996; Sheoran
and Saini 1996), or on fluctuations of sucrose in maize
ovaries (Zinselmeier et al. 1999).

In the inflorescences of both cvs., activities of
sucrose synthesizing enzymes do not have the same
influence. Indeed, the SPS activity does not seem to
interfere with sucrose variations, as well as in leaves of
wheat (Savitch et al 2000). In the contrary, SSs activity
acts in synergy with the activities of other sucrose
degrading enzymes (SSd, invertases) from stages 12 to
17, but only in GW inflorescences explaining the high
sucrose increase at stage 15.

In grapevine inflorescences sucrose is more
efficiently degraded from stage 17 to fruit set, which
may compensate the arrest of photosynthesis in the
inflorescence. Indeed, chlorophyll concentration
regularly diminishes from stage 17, leading to a
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decrease of net C0, assimilation and to the arrest of net
positive photosynthesis at fruit set (stage 27) for both
GW and PN inflorescences (Palliotti and Cartechini
2001; Lebon et al. 2005a). Therefore, from stage 17, the
inflorescences become a sink for carbohydrates. In
grapevine, sucrose is the major form of carbohydrate
supply. Moreover, from stage 17, SSd and both
invertases (Cy and WB) activities are significantly
enhanced from stage 17, leading to a carbohydrate
supply enabling to counteract the arrest of inflorescence
photosynthesis (Lebon et al. 2005a).

In grapevine, the accumulation of carbohydrates
in berries begins during maturation (Hawker et al. 1976;
Mullins et al. 1992). Sucrose is thus hydrolyzed, leading
to equal concentration in glucose and fructose
(Takayanagi and Yokotsuka 1997). It has been
demonstrated that the activity of sucrose degrading
enzymes in berry is stimulated at fruit set and further
increases until veraison (Hawker 1969; Takayanagi and
Yokotsuka 1997). Our results show that Cy Inv and WB
Inv are activated as early as the 15+8d stage. However,
due to the poor concentration of sucrose in the
inflorescence until fruit set, the simultaneous increase of
glucose and fructose cannot be detected before, through
the enzymes are present and active.

During flower development, variations of
inflorescence enzyme activities between GW and PN
can be correlated to their differences in sugar contents
and further to their sensitivity to flower abscission
sensitivity. Indeed, the main differences of carbohydrate
metabolism in inflorescences occur during female
meiosis for both cvs., explaining differences of starch
and sucrose levels. Indeed, at male and female meiosis,
starch is completely degraded in PN inflorescences
(Lebon et al. 2004). The pool of available hexoses in
developing inflorescences is thus higher in PN than in
GW (Lebon et al. 2004), which may explain the lower
sensitivity to flower abscission in PN under stress
conditions (Lebon et al. 2004; Zapata et al. 2004b).
Finally, the significant increase of sucrose degrading
enzyme activities such as SSd, Cy Inv and WB Inv from
stage 17 may be interpreted as the first sign of the
strong physiological modifications that occurs in the
ovaries between fertilization and the onset of fruit
formation. This transition is reflected by both the arrest
of net positive photosynthesis in the inflorescence
(Lebon et al. 2005a) and the early development of
berries (Mullins et al. 1992; Coombe and McCarthy
2000; Ollat et al. 2002).
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Ces travaux ont montré que les différences de teneurs en glucides solubles (glucose,
fructose et saccharose) et amidon dans les inflorescences de GW et PN (Lebon et al. 2004)

sont dues a des différences d’activités enzymatiques du métabolisme glucidique.

Tout d’abord, 1’évolution différente des teneurs en amidon dans les inflorescences des
deux cépages s’explique plus par les changements d’activités de I’a- et la f-amylase que par
ceux de ’amidon synthase. En effet, chez le GW, la B-amylase explique I’évolution d’amidon
a partir du stade 12 (grappe visible) jusqu’aux stades 15+2 jours et 27, pour le GW et le PN
respectivement. Ensuite, le changement des teneurs en amidon dans les inflorescences est
corrélé a I’activité a-amylase a partir du stade 17 pour le GW, dés le stade 1542 jours pour le

PN et jusqu’a la nouaison (stade 27).

Au cours du développement des inflorescences, les activités enzymes liées au
saccharose induisent des changements de ses teneurs. Plus précisément, les variations de
saccharose sont corrélées avec les activités saccharose synthase (dégradation) et les activités
invertases cytosoliques et pariétales. A I’opposé, 1’activité saccharose phospho-synthase ne
semble pas induire de modifications des teneurs en saccharose dans les inflorescences des
deux cépages au cours de leur développement. Ainsi, la seule activité impliquant des effets
différents entre les deux cépages est ’activité saccharose synthase (synthése). En effet,
I’évolution de cette activité explique les fluctuations des teneurs en saccharose dans les
inflorescences de GW jusqu’a la nouaison. Au contraire, aucune relation n’est observée entre

cette activité et les teneurs en saccharose des inflorescences de PN.

Durant le développement des inflorescences, les variations des activités enzymatiques
chez le GW et le PN peuvent étre corrélées a leurs différences de teneurs en glucides et donc a

leur sensibilité a la coulure.

Les résultats présentés dans les articles 1 et 2 montrent que les différences dans les
teneurs en glucides des inflorescences sont dues a un métabolisme glucidique différent entre
les deux cépages. Chez les plantes pérennes, les glucides ont deux sources possibles, la
mobilisation des réserves et la photosynthése. Chez la vigne, les réserves glucidiques sont
essentiellement localisées au niveau des racines et des bois (Bates ef al. 2002 ; Zapata et al.
2004a). Leur étude est cependant difficile a cause de leur longueur et de leur disposition dans

les sols (Hellman 2003). De plus, il a ét¢ montré que la mise en place et la mobilisation des
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réserves chez la vigne étaient différentes entre les cépages (Zapata et al. 2004b). Or, chez les
plantes, la mise en réserve des glucides dépend de I’apport de photoassimilats issus de la
photosynthése et des besoins de la plante. En effet, lorsque la photosynthése est excédentaire
par rapport aux besoins de la plante, I’excés de photoassimilats est mis en réserve sous forme
d’amidon. La photosynthese et les réserves glucidiques sont donc treés liées car ces derniéres
sont dépendantes de 1’excédent photosynthétique. Chez les plantes, la plupart des organes
aériens (feuilles, jeunes pousses et inflorescences) contiennent des chlorophylles et assimilent
donc le CO, grace a la photosynthése (Palliotti et Cartechini 2001). La photosynthése des
feuilles et des inflorescences (puis des grappes) des deux cépages doit donc étre analysée pour
savoir si elle est identique chez un cépage sensible (GW) a la coulure et un cépage peu

sensible (PN).
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Summary To further characterize carbohydrate physiology
in grapevine flowers, we examined inflorescence autotrophy in
the ‘Gewiirztraminer” and ‘Pinot noir” cultivars, which differ in
sensitivity to flower abscission. In both cultivars, positive net
photosynthesis occurred in inflorescences. The rate of photo-
synthesis gradually decreased throughout flower development
and there was no net carbon assimilation at fruit set. The rate of
photosynthesis was positively correlated with chlorophyll con-
centration but not to stomatal conductance. Throughout flower
development, the internal CO, concentration increased in in-
florescence tissues, suggesting that assimilates are also formed
through refixation of respiratory CO, by the phosphoenol-
pyruvate carboxylase (PEPC) pathway. Significant differences
between the two cultivars were recorded during meiosis, when
photosynthesis was higher in *Gewiirztraminer.” We conclude
that the inflorescence of grapevine contributes to ifs own car-
bon nutrition by photosynthesizing throughout flower devel-
opment. Moreover, the differential patterns of photosynthesis
in the inflorescences of ‘Gewirztraminer” and ‘Pinot noir’
might account for their differing fertilization rates and sensitiv-
ity to flower abscission.

Keywords: chlorophyll, flower, gas exchanges, Gewiirzira-
miner, Pinot noir.

Introduction

In woody plants, flowering represents the most energy-con-
suming stage of the annual cycle of development (Finazzo et
al. 1994). Because developing flowers consume more carbon
than they assimilate, they constitute the strongest sink organ in
the plant during the reproductive period. Carbohydrate supply
to inflorescences is therefore critical to tree reproduction
(Hieke et al. 20024). In trees, the carbon nutrients required for
flower and fruit development are assumed to originate either
from photosynthesis in the leaves (Hieke et al. 2002a) or from
trunk, branch or root reserves (Sauter and Van Cleve 1994),
In grapevine (Vitis vinifera L.), carbohydrate physiology in

the developing inflorescences is poorly understood up to the
flowering stage. We previously studied flowering in the ‘Ge-
wiirztraminer” and ‘Pinot noir” cultivars because of their dif-
ferential sensitivity to flower abscission (Lebon et al. 2004),
which likely involves carbohydrate shortage during flowering
(Zapata et al. 2004a, 2004D). We found that variations in car-
bohydrates in the inflorescence are closely linked to the stage
of development of both male and female organs. Differences
in carbohydrate physiology between the cultivars occur at
meiosis and are correlated to the rate of fertilization and fruit
set (Lebon et al. 2004).

In grapevine, as in other woody perennial species, mature
leaves (e.g., Petrie et al. 2000) and roots (Zapata et al. 2004a)
supply the developing flowers with carbohydrates. However,
the inflorescence of grapevine is chlorophyllous and may be
capable of photosynthesis, thereby contributing to its own car-
bon nutrition during flower development and fruit set (Niimi
and Torikata 1978, Palliotti and Cartechini 2001).

To characterize carbon nutrition in grapevine inflorescen-
ces, we studied chlorophyll (Chl) content and CO, exchange
of inflorescences of field-grown ‘Gewiirztraminer” and “Pinot
noir’ grapevines during flower development, focusing on the
key developmental stages of sex organ formation.

Materials and methods

Plant material and sampling

Thirty-year-old grapevine ‘Gewiirztraminer’ (Clone 47) and
‘Pinot noir’ (Clone 162) cultivars were grown in Bergheim,
France, under similar cultural regimes. Inflorescence samples
were collected at Stages 12 (first visible cluster), 15, 17, 21
and 23 (bloom: Eichhorn and Lorenz 1977); in addition, tran-
sient stages (15 + 2 days (15+2d) and 15 + 8 days (15+8d))
were added. Only the proximal inflorescence of the annual
shoot was collected at each development stage. The samples
were immediately weighed, frozen in liquid nitrogen and
stored at —80 °C until analyzed for Chl pigments. Simulta-



tel-00011670, version 1 - 22 Feb 2006

Résultats et Discussions — 1°° Partie — Publication 3

76

634 LEBON, BRUN, MAGNE AND CLEMENT

neously, the leaf under the harvested inflorescence was col-
lected because photoassimilates produced by this leaf are
predominantly directed toward the inflorescence (Motomura
1982).

Photosynthetic pigments

Pigment extraction was carried out in dim light to minimize
phototransformation of Chl. Samples were ground at 4 °C with
Fontainebleau sand in 80% (v/v) acetone, in the presence of 10
g 17! MgCO; to reduce acidity. The crude extract was centri-
fuged at 10,000 g for 10 min at 4 °C, and the supernatant was
kept at 4 °C. The pellet was homogenized twice with 80%
(v/v) acetone and centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4 °C.
The three supernatants were pooled and the absorbance deter-
mined spectrophotometrically (SmartSpec Model, Bio-Rad,
Hercules, CA) at 647 (Chl b) and 663 nm (Chl a). Chlorophyll
concentrations were estimated based on the absorbance coeffi-
cients determined by Lichtenthaler (1987).

Gas exchange measurements

Net CO, assimilation (A), internal CO» concentration (¢;) and
stomatal conductance (g,) were measured in inflorescences
and leaves at each developmental stage. Measurements were
carried out on sunny days between 0900 and 1100 h (Chau-
mont et al. 1994) with an LI-6400 infra-red gas analysis sys-
tem (Li-Cor, Lincoln, NE). The temperature in the chamber
was 25 = 1 °C, the air CO, concentration was 375 z1 17" and the
flow rate was 500 gmol min~'. During measurements, irrad-
iance was artificially maintained at a constant photosynthetic
photon flux of 800 ymol m™? s~! from a red-blue light source
(Li-Cor 6400-02 LED Light Source). The LI-6400 was cali-
brated each morning before measurements as recommended
by the manufacturer. Based on the findings of Duchéne et al.
(2003). the leaf surface was considered identical in both culti-
vars with respect to leaf mass. The surface area of each flower
was estimated from photographs, based on the assumption that
flower buds were cylindrical in shape, and the number of flow-
ers included in the measurement chamber.

Statistical analysis

At least five Chl assays were performed for each stage of
flower development. Three independent readings were made
for each extract and the standard error (SE) calculated. The
data presented for A and g, are means (+ SE) of 10 measure-
ments performed on five inflorescences and five leaves. Mean
comparisons were made with the Student’s t-test. A difference
was considered significant at P = 0.05.

Results

Photosynthetic pigments

Total Chl concentrations of the inflorescences of both cultivars
decreased by 0.05-0.025 mg g7, during flower development
(Figure 1A). In both cultivars, the decrease was gradual except
for a plateau between Stages 15 and 17. Total Chl concentra-
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Figure 1. Variations in total chlorophyll concentrations in inflorescen-
ces (A) and leaves (B) during grapevine flower development. Sym-
bols: O = ‘Gewiirztraminer’; and @ = ‘Pinot noir’. Values are means +
SE of five assays. Statistical analyses were carried out with the Stu-
dent’s f-test. A 5% probability was considered significant and is
marked by an asterisk.

tion in the leaves, which ranged between 0.3 and 0.5 mg g,
was about double that in the inflorescences (Figure 1B). Leaf
Chl concentration was constant during flower development,
though a transient accumulation was registered in each cultivar
between Stages 15 and 17. In both cultivars, the Chl a/b ratio
of inflorescences fluctuated between 2.0 + 0.1 and 2.6 + 0.3
during floral development (Figure 2A), but decreased to 1.6 +
0.1 in “Gewiirztraminer’ and to 2.0 + 0 in “Pinot noir” at fruit
set (Stage 27). The inflorescence chlorophyll ratio was signifi-
cantly higher in ‘Gewiirztraminer’ than in ‘Pinot noir’ at
Stages 15+2d and 17. In leaves, the Chl a/b ratio oscillated be-
tween 2.1 + 0.2 and 3.1 + 0.2 (Figure 2B), and no significant
differences were recorded between cultivars, except at Stage
17 (higher in ‘Gewiirztraminer’) and Stage 27 (higher in "Pi-
not noir’).

Gas exchange

In inflorescences, A differed between cultivars during flower
development (Figure 3A). It was significantly higher in ‘Pinot
noir’ at Stage 12 and significantly higher in ‘Gewtirztraminer’
between Stages 15+2d and 17. In ‘Gewiirztraminer’ inflor-
esences, A increased between Stages 12 and 17, then declined,
reaching zero at Stage 27. In *Pinot noir” inflorescences, A de-
creased between Stages 12 and 15+2d, then increased until
Stage 23 before decreasing to zero at fruit set (Stage 27).

Net CO; assimilation was two- to sixfold higher in leaves
than in inflorescences (Figure 3B). Although A was higher in

TREE PHYSIOLOGY VOLUME 25, 2005
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Figure 2. Changes in inflorescence and leaf chlorophyll (Chl) a/b ratios
during grapevine flower development. Symbols: O = ‘Gewiirztraminer’;
and @ = ‘Pinot noir’. Values are means + SE of five measurements. Sta-
tistical analyses were carried out with the Student’s r-test. A 5% probabil-
ity was considered significant and is marked by an asterisk.

‘Gewiirztraminer’ leaves at Stages 12, 15, 15+2d and 27, it was
higher in “Pinot noir’ leaves from Stages 1548d to 23. Net CO,
assimilation increased between Stages 12 and 17 in both *Ge-
wiirztraminer’ and ‘Pinot noir’ leaves, by a factor of two and a
factor of 4.8, respectively. Thereafter, leat A decreased until
Stage 27 in ‘Pinot noir,” whereas it decreased until Stage 23
and then increased until Stage 27 in “Gewiirztraminer.’

In both cultivars, ¢; of the flower buds increased during
flower development (Figure 4A), with a twofold increase be-
tween Stages 15 and 23 and a 33% increase at Stage 27, which
represents the first stage of fruit formation (i.e., fruit set) after
fertilization. By contrast, ¢; in leaf tissues did not vary signifi-
cantly during flower development up to Stage 23 (Figure 4B);
however, it increased similarly in both cultivars at fruit set
(Stage 27).

The correlations between A and Chl concentration were
generally weakest at Stage 23. when most grapevines had
opened 50% of their flowers. In ‘Gewiirztraminer” inflores-
cences (Figure 5A), A was poorly correlated with Chl concen-
tration during floral development (+* = 0.41); however, the cor-
relation improved when the values for Stage 12 were omitted
(#* = 0.76). In “Pinot noir’ inflorescences (Figure 5B), A was
poorly correlated with total Chl concentration except when the
values for Stage 23 were excluded (#* = 0.77). In ‘Gewiirz-
traminer” leaves, there was no relationship between total Chl
concentration and A (Figure 5C). whereas in ‘Pinot noir’
leaves, the correlation coefficient 7* reached 0.83 when the
value for Stage 23 was excluded from the analysis (Fig-
ure 5D).

In inflorescences, g, increased continuously during the
flower development in both cultivars, but especially in ‘Pinot

12 15 15+2d15+8d 17 23 27
Stage of development

Figure 3. Variations in inflorescence (A) and leaf (B) net CO, assimi-
lation (A) during grapevine flower development. Symbols: O = ‘Ge-
wiirztraminer’; and @ = ‘Pinot noir’. Values are means (+ SE) of five
measurements. Statistical analyses were carried out with the Student’s
-test. A 5% probability was considered significant and is marked by an
asterisk.

noir’ from Stage 15+8d to Stage 27 (Figure 6A). At fruit set
(Stage 27), g, was twofold higher in “Pinot noir” inflorescences
than in ‘Gewiirztraminer’ inflorescences. In leaves, g, exhib-
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Figure 4. Variations in inflorescence (A) and leaf (B) intercellular
CO; concentration (¢;) during grapevine flower development. Sym-
bols: O = ‘Gewiirztraminer”; and @ = ‘Pinot noir’. Values are means
(= SE) of five measurements. Statistical analyses were carried out
with the Student’s #-test. A 5% probability was considered significant
and is marked by an asterisk.



tel-00011670, version 1 - 22 Feb 2006

Résultats et Discussions — 1°° Partie — Publication 3

78

636 LEBON, BRUN, MAGNE AND CLEMENT
A

= 3
=,
8=
g
(=
ZE
EE

=

0 a
0.05 0.1 0.15 0.1 0.2
GW total chlorophyll {mg g;3) PN total chlorophyll (mg g;4,)
C D

.20

T Figure 5. Relationships between net

D15 o CO, assimilation (A) and total chloro-
- E =008 o phyll concentration in inflorescences
= o) N - (A, B) and leaves (C, D) during flower
Zo o development in ‘Gewiirztraminer’

Tg o (GW) (A, C) and ‘Pinot noir’ (PN) (B,

é 5 D). Values are means of five measure-

ments. Symbols: O = *‘Gewiirztra-
0 miner’: and @ = ‘Pinot noir’. Solid
0 a1 02 0.3 0.4 0 0.15 0.3 0.45 lines correspond to regressions with all

GW total chlorophyll {mg g, ;)

ited similar variations in both cultivars (Figure 6B). It was con-
stant from Stages 12 to 15+2d, and then increased until Stage
17. Thereafter, leaf g, decreased transiently at flowering

A %
03 Inflorescence
0.2
T 01
W
E
2w
j=nl
— B *
E OS5} Lear
sE 0.4
0.3
0.2
0.1
0

2 15 15+2d 15+& 17 23 27

Stage of development

Figure 6. Variations in inflorescence (A) and leaf (B) stomatal con-
ductance (g,) during grapevine flower development. Symbols: O =
‘Gewilrztraminer’; and @ = ‘Pinot noir’. Values are means (+ SE) of
five measurements. Statistical analyses were carried out with the Stu-
dent’s r-test. A 5% probability was considered significant and is
marked by an asterisk.
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values and dashed lines correspond to
regressions with all values except one.

(Stage 23) and increased again at fruit set (Stage 27). There
was no significant correlation between A and g. in the inflores-
cences of either cultivar (Figures 7A and 7B). By contrast, A
was strongly correlated to g, in leaves (Figures 7C and 7D), ex-
cept at fruit set (Stage 27), when g, was at its maximum.

Discussion

Photosynthetic pigments

The decreases we measured in Chl concentrations in inflores-
cences of ‘Gewiirztraminer” and *Pinot noir’ during flower de-
velopment were similar to those observed by Niimi and Tori-
kata (1978, 1979) in flowers of Vitis labruscana Bailey cv.
Delabare, in which Chl concentration decreased before an-
thesis and continued thereafter. Although the Chl concentra-
tions we determined in leaves and inflorescences following the
method and equations described by Lichtenthaler (1987) are
lower than those obtained with other solvent extraction meth-
ods (Blanke 19905, 1992), our values were consistent across
all samples. Furthermore, we focused on the variation in Chl
concentrations among the studied organs during flower devel-
opment and the differences between the ‘Gewiirztraminer’ and
the ‘Pinot noir’ cultivars, rather than on absolute values.

A Chl a/b ratio of 1.0-1.1, the value usually observed in re-
productive organs, indicates that Chl concentrations and pho-
tosynthetic rates are barely detectable (Lichtenthaler 1987,
Blanke and Lenz 1989). In both leaves and inflorescences of
grapevine, the Chl a/b ratio fluctuated between 2 and 3 over
the studied period, a reliable indicator of the occurrence of net
positive photosynthesis (Lichtenthaler 1987). At fruit set
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(Stage 27), the Chl a/b ratio in the inflorescence decreased,
which is in accordance with previous findings in other grape
varieties (Blanke and Leyhe 1989, Palliotti and Cartechini
2001) and Vitis spp. (Niimi and Torikata 1978, 1979), and indi-
cates that the inflorescences were by then fully reliant on the
leaves for carbohydrates at this stage.

Gas exchange

‘We found that the inflorescence of V. vinifera is capable of
photosynthesis and thus contributes to its own carbon nutrition
at every stage of flower development, as reported for Mal-
us pumila Mill. (Vemmos and Goldwin 1993, 1994). Although
similar results for grapevine have been reported previously,
they were obtained with excised flowers of V. labruscana
(Niimi and Torikata 1978, 1979), which implies that the plants
were subject to stress so that the results may not reflect what
happens in intact flowers (Leyhe and Blanke 1989). Thus, in
‘Gewiirztraminer’ and ‘Pinot noir” grapevines, as in trees, the
carbohydrates required for inflorescence development origi-
nate from three sources: reserves in woody perennial parts
such as stem and roots (Zapata et al. 20044), leaf photo-
synthates (Ollat and Gaudillere 2000, Petrie et al. 2000) and
photosynthesates produced in the inflorescence.

The rate of CO, assimilation in the inflorescence was be-
tween one half and one sixth that in the leaf, whereas chloro-
phyll concentration was about half that in the leaf. A similar
situation has been described for flowers of V. labruscana
(Niimi and Torikata 1978, 1979) and M. pumila (Vemmos and
Goldwin 1994). The density of stomata in inflorescences of
fruit trees is usually lower than in leaves (Blanke and Lovatt

PN g (mol H,O m™?s™)

04 regressions with all values and dashed
lines correspond to regressions with all
values except one.

1993), which accounts for the lower gas exchange rate per sur-
face area in the inflorescence. Moreover, in grapevine flowers,
the highest stomatal density is located on the corolla (also
known as the calyptra or cap) (Blanke and Leyhe 1988), which
falls from the flower at blooming (Stage 23), thus further de-
creasing the potential for gas exchange by the inflorescence.
However, measured A in inflorescences cannot be attributed
solely to gas exchange in the stomata on the corolla because
stomata are also present on other flower organs, especially the
ovaries (Blanke and Leyhe 1988), which correspond to the
berries before fertilization (Blanke 1991), and stalks.

In the inflorescence, variation in g, can be related to the fate
of stomata in flowers and to the surface area of the inflores-
cence. Stomata are present on the corolla and the ovary, and
these stomata become fully functional 2 weeks before anthesis
(Blanke and Leyhe 1988), corresponding to a few days after
Stage 17. The cap begins to fall at Stage 23, so most stomata
are lost from the flower at this stage. These changes likely ex-
plain the increase in g in the inflorescence up to Stage 17 and
the subsequent decrease at Stage 23. The large increase in g, at
fruit set (Stage 27) may coincide with the drastic physiological
changes associated with fruit formation (Blanke and Lenz
1989).

The internal CO, concentration increased in inflorescence
tissues until fruit set, and may have stimulated the fixation of
CO, originating from mitochondrial respiration through the
activity of phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC; EC
4.1.1.31). This process occurs in the cap of grape (Blanke
1990a) and during fruit development (Chollet et al. 1996), es-
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pecially in V. vinifera. (Blanke and Lenz 1989). Based on the
progressive accumulation of internal CO; in the inflorescence
throughout flower development, we suggest that such a path-
way is triggered early in flower development and well before
fruit set, at least in the cap (Blanke 1990a). This suggestion is
supported by the lack of correlation between A and g, and led
us to speculate that the local production of assimilates in the
grapevine inflorescence originates from both photosynthesis
and respiratory CO, refixation, as occurs in apple (Vemmos
and Goldwin 1993, 1994).

Our grapevine cultivars exhibited variation in the photo-
synthetic activity of inflorescences during flower develop-
ment, which is in agreement with previous studies on CO,
exchange in the ‘Miiller-Thurgau’ and “Pinot noir’ cultivars
(Leyhe and Blanke 1989). Moreover, in the case of ‘Gewtirz-
traminer’ and ‘Pinot noir,’ the differences between the cultivars
in A were significant and may be related to the differential effi-
ciency of reproduction in these cultivars. Lebon et al. (2004)
measured variations in sugar concentrations in inflorescences
and found a close correlation between the sugar status of the
inflorescence at crucial steps of flower development and fruit
set.

The contribution of A in flowers to the reproductive effort
varies with species. In trees, it can represent the main source of
carbohydrates, reaching up to 64.5% of the total carbon bal-
ance in Acer platanoides L. (Bazzaz et al. 1979). However, in
fruit trees, A in the flowers and fruits usually contributes
between 3 and 15% of the carbohydrate requirement, depend-
ing on species and environmental conditions (Birkhold et al.
1992, Pavel and DeJong 1993, Marcelis and Baan Hofman-
Eijer 1995, Hieke et al. 20025). In the grapevine cultivars
‘Gewtirztraminer” and ‘Pinot noir, A was two- to sixfold
higher in the leaf than in the inflorescence, indicating that the
the leaf is the main source of photoassimilates for the inflores-
cence.

Relationships between net CO; assimilation, total
chlorophyll concentrations and stomata

The regulation of photosynthesis in inflorescences and leaves
of *‘Gewtirztraminer’ and “Pinot noir’ appears to proceed in dif-
ferent ways. In the inflorescence, it seems that Chl concentra-
tion limits photosynthesis but stomatal conductance is not in-
volved, in agreement with data obtained for temperate trees
(Kennedy and Johnson 1981). In leaves, net photosynthesis
was limited only by stomatal conductance in ‘Gewiirztra-
miner,” whereas it was related to both stomatal conductance
and total Chl concentration in ‘Pinot noir.’

Conclusion

In grapevine, annual development is marked by a transition be-
tween a heterotrophic allocation of nutrients, leading to mobi-
lization of starch from the root reserves, and an autotrophic
allocation, through the translocation of photoassimilates from
fully expanded leaves (Zapata et al. 2004q). This transition co-
incides with key steps in flower development, which are cul-
tivar-specific (Zapata et al. 20045), and occurred at different

times in the cultivars we studied. This transition coincides with
variations in sugar concentrations in the developing ovules and
anthers (Lebon et al. 2004), and so may regulate sugar supply
to the inflorescence at crucial steps in male and female organ
formation, i.e., at meiosis. Differences in photosynthetic rates
in leaves and inflorescences of ‘Gewiirztraminer’ and ‘Pinot
noir’ at meiosis strongly suggest that the heterotrophy—auto-
trophy transition occurs at different developmental stages in
these cultivars and may affect the reproductive process, lead-
ing to differential rates of fertilization and fruit set.
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Figure 28. Modéle de prédiction du ‘‘mécanisme >’ conduisant a la coulure (Zapata et al. 2004b).

Ce modele est basé sur la disponibilit¢ en nutriments de la vigne. Les fléches indiquent la transition entre la
mobilisation des réserves et 1’assimilation des photoassimilats chez le Pinot noir et le Merlot.

@ quantité normale de réserves disponibles; @ faibles quantités de réserves disponibles; ® reprise normale de
I’assimilation; @ reprise ralentie ou tardive de ’assimilation.

Tableau 9. Paramétres régulant I’assimilation de CO, dans les feuilles et les inflorescences de GW et PN.

Feuilles GW  Conductance stomatique Teneur en chlorophylles

PN Conductance stomatique

Inflorescences  GW  Teneur en chlorophylles

PN Teneur en chlorophylles
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Les travaux présentés dans cet article montrent que la photosynthése nette est positive
dans les feuilles et les inflorescences des deux cépages. Cependant, ils présentent une

assimilation de CO, différente au cours du développement des inflorescences.

Tout d’abord, 1’assimilation de CO; de I’inflorescence est positive jusqu’a la floraison,
puis devient nulle a la nouaison. Cependant, les feuilles demeurent les principales sources de
photoassimilats de I’inflorescence. En effet, la feuille face a la premicre inflorescence
assimile a elle seule 6 fois plus de CO, que I’inflorescence. De plus, 1’évolution de la
photosynthése nette positive est différente entre les deux cépages : jusqu’au stade 15+2 jours,
elle est supérieure chez le GW, puis devient supérieure chez le PN des stades 15+8 jours a 23
(floraison). Les différences de photosynthése nette positive dans les inflorescences et les
feuilles des 2 cépages a la méiose (stades 15+2 jours et 17) suggerent que la transition
hétérotrophie/autotrophie a lieu a différents stades de développement selon le cépage. Ces
différences peuvent affecter le développement reproducteur. En effet, la transition
hétérotrophie/autotrophie a lieu au moment de la méiose ovulaire (Lebon et a/. 2004). Durant
cette période, les structures reproductrices femelles sont particulierement sensibles aux stress
et aux modifications du métabolisme glucidique (Saini 1997 ; Jean et Lapointe 2001). A cette
période, les réserves amylacées sont consommées (Zapata et al. 2004a) et les glucides utilisés
par la plante ne proviennent donc plus que de la photosynthése (Zapata et al. 2004b). Une
photosynthése déficiente ou minimale a ce moment produit moins de photoassimilats et
provoque un changement des teneurs en glucides dans les organes. Cette carence momentanée
en glucides peut, lors de la méiose ovulaire, alors conduire a 1’abscission des fleurs, comme
’ont supposé Zapata et al. en 2004b pour le Pinot noir et le Merlot (Fig. 28). Ainsi, I’activité
photosynthétique faible des feuilles de GW lors de la méiose ovulaire pourrait expliquer sa

sensibilité a la coulure plus importante que le PN.

De plus, les mécanismes de régulation de la photosynthése dans les feuilles sont
différents chez le GW et le PN (tableau 9). En effet, dans les feuilles, la photosynthese nette
est régulée par la conductance stomatique chez le GW et le PN et par la teneur en
chlorophylles totales chez le PN uniquement. Ensuite, les teneurs en chlorophylles totales des
inflorescences limitent 1’assimilation de CO, de ces organes. Cependant, dans tous les cas, les
teneurs en glucides présents dans les feuilles interviennent dans la régulation de 1’activité

photosynthétique (Koch 1996). Ainsi, avec le mécanisme de rétrocontréle positif, les faibles
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teneurs en glucides dans les feuilles stimulent généralement la photosynthése alors que

I’abondance de glucides 1’inhibe (Koch 1996).

Dans cette partie sur la caractérisation au vignoble du GW et du PN présentant une
sensibilité différente a la coulure, nous avons analysé le développement des structures
reproductrices et le métabolisme glucidique des inflorescences de ces cépages (Lebon ef al.
2004). Ainsi, nous avons montré que le développement des structures males et femelles était
plus précoce chez le PN que chez le GW. De plus, les teneurs en glucides dans les
inflorescences indiquent que le métabolisme glucidique des inflorescences de GW est
différent de celui des inflorescences de PN. L’étude des activités enzymatiques liées au
métabolisme glucidique a conforté 1’idée que les inflorescences de GW et de PN n’ont pas le
méme métabolisme glucidique (Lebon et al. 2005a). Enfin, 1’¢tude de la photosynthese des
feuilles et des inflorescences de ces deux cépages au cours de leur développement a montré
des différences dans 1’évolution de 1’assimilation du CO; et des facteurs limitant cette

assimilation chez les deux cépages (Lebon et al. 2005b).

Les études présentées dans cette premiére partie ont été réalisées au vignoble.
L’obtention de tels résultats n’est donc possible qu’une fois par an au moment de la floraison.
Le fait que la floraison n’ait lieu qu’une fois par an limite considérablement le nombre
d’analyses possibles a réaliser sur une méme année et rend la reproductibilité des expériences
plus dépendante des conditions environnementales au moment de la floraison. Ainsi, il est
nécessaire d’avoir un modele d’étude fiable. Pour cela, ce modéle doit d’abord étre
reproductible dans le temps et présenter des valeurs identiques quelque soit la saison. De plus,
il doit étre utilisable tout au long ou une bonne partie de ’année afin de présenter un réel
avantage par rapport au vignoble. Enfin, ce mode¢le doit étre suffisamment contrélable pour
observer I’impact des variations mono- ou pluri-factorielles. Le protocole d’obtention de
bouture fructifére est connu depuis 40 ans et a subi diverses améliorations (Mullins 1966 ;
Mullins et Rajasekaran 1981 ; Gény 1997 ; Ollat ef al. 1998 ; Collin 2000). Cependant, les
¢études réalisées sur ce modele ne nous fournissent pas d’éléments de comparaison avec nos
données obtenues au vignoble. Il est donc nécessaire d’optimiser le protocole, d’étudier le
développement des structures reproductrices et 1’évolution des teneurs en glucides dans les
différents organes des boutures fructiféres au cours du développement des inflorescences.

Chez les plantes, les glucides métabolisés proviennent de la photosynthése ou de la

mobilisation des réserves. Au vignoble, 1’¢tude de la photosynthése est plus aisée que celle de
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la mise en réserve. En effet, I’analyse de ’amidon présent dans les racines est
particuliérement fastidieuse due a la longueur (parfois 10 m) et a la quantité de racines par
cep. Il est donc utile d’étudier I’impact des réserves présentes dans les bois en hiver sur la

floraison afin de faciliter I’obtention et I’analyse des données.

La seconde partie des résultats sera tout d’abord axée sur ’optimisation du modele
bouture fructifére. Ensuite, les données obtenues avec ce modele (développement des
structures reproductrices, localisation et évolution des teneurs en amidon dans ces structures,
évolution des teneurs en glucides dans les différentes parties des boutures fructiféres) seront
comparées avec les résultats acquis au vignoble. Enfin, I’impact de la mise en réserve 1’été
sur la floraison de 1’été o4, sera analysé sur les trois cépages champenois, le Chardonnay

(CH), le Pinot Meunier (PM) et le Pinot noir (PN).
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Chez la vigne, il est nécessaire de travailler sur des modéles expérimentaux car la
floraison n’a lieu qu’une fois par an au vignoble. Parmi les modéles possibles, la bouture
fructifére est utilisée depuis longtemps (Mullins 1966 ; Mullins et Rajasekaran 1981 ; Gény
1997 ; Ollat et al. 1998 ; Collin 2000). Cependant, aucune étude n’a été¢ menée sur le
développement des structures reproductrices obtenues avec ce modéle. Aussi, nous avons
¢tudié le développement de ces organes et la présence d’amidon dans les inflorescences de
GW et PN obtenues a partir de bouture fructifére. Les résultats de ces 2 éléments de
caractérisation (développement des structures reproductrices et présence d’amidon dans ces

structures) sont présentés dans ’article 4.

L’¢étude des variations de la teneur en glucides dans les différents organes (racines,
feuilles et inflorescences) d’une bouture fructifére a ensuite été réalisée. Il est en effet
nécessaire de savoir si le métabolisme glucidique des inflorescences de GW et PN est
identique dans des plantes enticres et dans des boutures fructiféres. De plus, ce modele permet
d’expérimenter plus facilement qu’au vignoble. Ainsi, nous avons étudié les relations
source/puits et la répartition des glucides dans les différents organes des boutures fructiféres.
Le changement du rapport source/puits a été réalisée grace a un effeuillage. Ces résultats

seront présentés dans I’article 5.

Enfin, le développement reproducteur de la vigne est réparti sur 2 années successives,
I’initiation florale débutant 1’été précédant 1’anthése (Srinivasan et Mullins 1976, 1981 ;
Gerrath et Posluszny 1988 ; Mullins ef al. 1992 ; Boss ef al. 2003). Les nutriments utilisés par
la vigne proviennent de la photosynthése et de la mobilisation des réserves. L’étude de la
photosynthése a été réalisée précédemment. Cependant, la mise en réserve lors de 1’été ,
influe aussi sur la floraison de I’été ,,+1. Du débourrement a 1’anthése, les réserves sont en effet
mobilisées et métabolisées et pourvoient les premiéres étapes du développement de la fleur.
Des effeuillages et des égrappages ont donc été réalisés a la véraison afin de modifier la mise
en réserve des ceps. Cette étude, contrairement aux précédentes, a été réalisée sur les 3
principaux cépages champenois (Chardonnay, Pinot Meunier et Pinot noir) pour connaitre le
comportement des cépages lorsqu’ils sont cultivés dans des régions différentes. Ces résultats

seront présentés dans I’article 6.
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Phenology of Flowering and Starch Accumulation in
Grape (Vitis vinifera L.) Cuttings and Vines
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® Background and Aims A reliable protocol for flowering and fruiting in cuttings was developed with the aim of
(a) studying inflorescence and flower development in grapevine cuttings and field plants, and (b) assisting haploid
plant production.

* Methods Inflorescence and flower development was studied in ‘Gewurztraminer’ (GW) and ‘Pinot Noir® (PN)
grape vines and cuttings grown in a glasshouse, along with variations in starch in the flowers. As there is a strong
relationship between flower development and starch, the starch content of reproductive structures was estimated.
& Kev Results Inflorescence and flower development were similar in the vines and cuttings with consistent differ-
ences between the two cultivars. Indeed, the ontogenesis of male and female organs is not synchronous in GW and
PN, with both female and male meiosis occurring earlier in PN than in GW. Moreover, changes of starch reserves
were similar in the two plant types.

o Conclusions Cuttings have a similar reproductive physiology to vines, and can be used to study grape physiology

'Laboratoire de Stress, Défenses et Reproduction des Plantes, URVVC UPRES EA 2069, Université de Reims Champagne
Avrdenne, UFR Sciences, Moulin de la Housse, BP 1039, F-51687 Reims Cedex 2, France, 2INRA de Colmar,

and to develop haploid plants.

Key words: Cuttings, flowering, reproductive structures, starch, vines, Vitis vinifera L.

INTRODUCTION

The life cycle of higher plants varies greatly, depending on
the species. In small herbaceous plants such as Arabidopsis
thaliana, the cycle from seed to seed is 6 weeks, whereas
woody plants with a long juvenile phase may not start flo-
wering for several decades. Hence, most of the information
onreproduction in plants is obtained from herbaceous models
using Arabidopsis thaliana (Boss et al., 2004; Jack, 2004),
Nicotiana tabacum or similar species (Rieu er al., 2003).

There is rich interest in the reproductive physiology of
woody plants. For example, it has been shown that there
is a strong relationship between flower development and
carbohydrates (Rodrigo er al., 2000; Jean and Lapointe,
2001; Ruiz er al., 2001; Iglesias et al., 2003). In particular,
the concentration of starch in the ovule at specific steps of
development is closely correlated to fertility. In Prunus
armeniaca, secondary ovules that degenerate often display
starch degradation in their tissues (Rodrigo and Herrero,
1998). Moreover, carbohydrate physiology in flowers is
affected by environmental stresses such as drought (Lalonde
et al., 1997), chilling (Ebadi et al., 1995) or heat (Young
et al., 2004), which lead to partial or total sterility.

In Vitis vinifera L., the pathways of inflorescence and
flower development contrast with those for many other spe-
cies in several aspects (Boss er al., 2003), with stresses
delaying or stopping reproductive development. For exam-
ple, low temperatures near flowering affect ovule develop-
ment and pollen tube growth (Ebadi et al., 1995). These
responses are mediated by perturbations in carbohydrate

* For correspondence. E-mail christophe.clement@univ-reims.fr

physiology. Indeed, shading the leaves reduces photosynthe-
sis and carbohydrate supply to the developing inflores-
cences, causing flower abscission and lower yields (Jackson,
1991). The reaction to stresses differs according to the geno-
types (Gu et al., 1996; Zapata et al.,2004). ‘Gewurztraminer’
and ‘Pinot Noir’ have different rates of flower abscission,
related to the sugar content in the inflorescence during
flower development (Lebon et al., 2004). Efforts to under-
stand this behaviour would be improved by developing a
reliable model of flowering and carbohydrate physiology.

Grapevine cuttings can flower when grown under con-
trolled conditions (Mullins, 1966; Mullins and Rajasekaran,
1981), although the available protocols are complicated.
Moreover, the correspondence between the development
of inflorescences in vitro and in the vineyard is not well
explained. The objective of this work was to provide asimple
protocol for flowering in in vitro cuttings that mimic sexual
reproduction in the field. The development of male and
female tissues and the presence of starch within the flowers
were followed during ontogenesis in cuttings and the
response compared in vineyards. The study was performed
in ‘Gewurztraminer’ and ‘Pinot Noir’, which differ in fer-
tility and sensitivity to flower abscission (Lebon et al., 2004).

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Investigations were carried out on Vitis vinifera L. using the
flower abscission-sensitive ‘Gewurztraminer’ (GW) and the
non-sensitive ‘Pinot Noir’ (PN) varieties. Dormant cuttings,

Published by Oxford University Press on behalf of the Annals of Botany Company 2005
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Fra. 1. Phenology of the ‘Gewurztraminer’ grape cuttings: (A) visible clusters (stage 12); (B) separated clusters (stage 15); (C) separated floral buds
(stage 17); (D) flowering onset (stage 21); (E) end of flowering (stage 25); and (F) fruit set (stage 27). Scale bars = 1 cm.

which had been cane-pruned were collected from the INRA
vineyard in Bergheim, France (Mullins and Rajasekaran,
1981).

Cuttings were collected at the proximal part of the cane
and limited to three nodes, successively named NO (the
proximal), N1 and N2. A key point in the protocol is
the sampling of the cane fragments generating the cuttings.
The physiology of this fragment, in particular the amount of
reserves in the wood, is important for obtaining predictable
results. Harvesting fragments from any part of the annual
cane provides cuttings with different sugar contents that
vary in reproduction. Similarly, fragments from the distal
part of the cane have low carbohydrate reserves and flower
less (data not shown).

Cuttings were treated with cryptonol (2 % v/v) to prevent
contamination, stored in the dark and forced for at least
2 weeks at 4 °C. After 16 h of hydration at 25-30 °C,
NO and N1 were removed and the proximal extremity of
the cutting immerged in indole-3-butyric acid (IBA) at
1 g L™ for 30 s to promote rhizogenesis. This protocol
was developed from Mullins (1966) and Mullins and
Rajasekaran (1981) with IBA favouring rhizogenesis and
thus eliminating the need for a 4-week pre-treatment in
which the cuttings are warmed at the base. The IBA-treated
cuttings developed within 1 week instead of 4 weeks.

Cuttings were planted in 0-5-L pots containing perlite :
sand (1 : 1) and transferred to a greenhouse at 20/30 °C
(night/day), with the pots placed on a 30 °C warming blanket.
The photoperiod was 16 husing natural daylight or artificial
400 W *Saudiclaude’ lamps supplying 1000 uE m~2s7! and
arelative humidity of 50 %. Each pot was watered daily with
100 mL of Coic and Lesaint medium (Coic and Lesaint,
1971). Leaves were removed until the first inflorescence
appeared (each cuttings was limited to four leaves).

Inflorescences were collected from vinevard and glass-
house cuttings (Eichhorn and Lorenz, 1977), from the

visible cluster (stage 12) up to fruit set (stage 27). Since
meiosis occurs in these cultivars between stages 15 and 17
in vineyards (Lebon er al., 2004), this period was subdivided
(15+2 d and 15+ 8 d). Development was quicker in the
cuttings and the intermediate stages were definedas 15+ 1 d
and 15+3 d.

Eachdevelopmental stage occurred when atleast halt of the
cuttings were at this stage. The numbers of flowers, berries
and seeds per fruit were counted on each cutting (n = 10).

Microscopy

Samples were fixed in 2 % glutaraldehyde (v/vina 0-1M
phosphate buffer) at pH 7-2 in 2 % sucrose (w/v) and | %
Tween 20 (v/v) for 24 h and agitated at room temperature.
After three rinses (5 min) in buffer, the flowers were post-
fixed with 1 % osmium tetroxide (w/v) in the buffer without
Tween 20 for 4 h. Flowers were then rinsed three times
(5 min) in the buffer, dehydrated in an alcohol series, trans-
ferred to acetone, and embedded in Araldite.

For starch, 1 pm sections were collected on glass
slides, bleached for 30 min with hydrogen peroxide
(H202 10 volumes). and the periodic acid Schiff (PAS)
polysaccharide-specific reaction carried out according to
Clément er al. (1994). Sections were plunged in 1 %
periodic acid (w/v) for 4 h, in Schiff’s reagent without
rinsing for 16 h, and in 5 % sodium metabisulfite (w/v)
for 20 min. Sections were rinsed in distilled water, air-
dried, and mounted in Bukitt™. For each stage, ten flowers
from five inflorescences were used, each inflorescence
sampling from a different vine or cutting.

Statistical analysis

For the number of flowers, berries and seeds per fruit, ten
inflorescences were used, each inflorescence sampling from
a different vine or cutting. Statistical analyses were carried
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50 TABLE 1. Number of flowers, berries per bunch, seeds per
berries, and fruit set in ‘Gewurztraminer’ (GW) and ‘Pinot
" 40 L Noir’ (PN) grapes
2
= 30 F PN GW
=]
-
£ 20l No. of flowers
2 Vine 206 = 24° 231 + 32¢
= Cutting 205 + 28" 255 + 40°°
O 1ot No. of berries
Vine 135 = 20° 188 =+ 18¢
o= . ‘ . . . Cutting 162 + 3¢ 226 + 38"
12 15 17 21 25 27 Fruit set (%) .
Stages of development Vine 65 = 3 82+ 6;
Cutting 57 + 6° 04 + 6
Fia. 2. Development of grape inflorescences in ‘Gewurztraminer” (open Nuvn:lbcr seeds per berry 1.8 = 0.8¢ 16 « 078
T .y . i mne .8+ ().8% 6+ 0.7%
symbols) and ‘Pinot Noir” (closed symbols), in vines (circles) and cuttings Cutting 14 + 058 18 + 1.0%

(squares). Stage 12, visible clusters; stage 15, separated clusters; stage 17,

separated floral buds; stage 21, early bloom (10 % opened flowers); stage 25,

late bloom (90 % opened flowers): and stage 27, fruit set. Ten inflorescences

were used, each inflorescence sampling from a different vine or cutting. Data

are the mean of ten plants per treatment. The standard errors were smaller
than the symbols, and therefore are not shown.

out using Student’s f-test. A 5 % probability was considered
significant. For morphology and starch content, ten flowers
from five different inflorescences per stage were sampled,
each inflorescence sampling from a different vine or cutting;
for these parameters, no statistical analysis was performed
because observations from the ten flowers considered were
similar.

RESULTS AND DISCUSSION

It is possible to mimic flowering and fruit set in the woody
grapevine (Vitis vinifera) planted under controlled condi-
tions. Both the male and female flowers were similar in the
cuttings and field vines.

Phenology

Previous studies on cuttings of grapevine (Mullins, 1966;
Mullins and Rajasekaran, 1981) and apple (Hofer and
Lespinasse, 1996) were not focused on the ontogenesis of
reproductive organs, although it is a key issue in models of
flowering. The grapes could be distinguished at stage 15
(Fig. 1B), whereas each flower bud was separated at stage
17 (Fig. 1C). At least 10 % and 90 % of the flowers were
opened, respectively, at stages 21 and 25 (Fig. 1D and E),
and thereafter fruit set occurred (Fig. | F). Development was
similar in the two cultivars, and both in vineyards and cut-
tings (Fig. 2). However, development after stage 17 was
more rapid in the field than in the glasshouse.

The PN cuttings had more flowers than the vines, whereas
there were no differences in the two types of GW plants
(Table 1). There were also no differences between the two
cultivars within a plant type. In contrast, the GW plants had
more berries than the PN plants, and a higher rate of fruit
set. The number of seeds per berry was not affected by
cultivar or plant type, with general means of 1.35 = 049
and 1.79 = 097, respectively (Table 1). Final yield was

For each stage, ten flowers from five inflorescences were used, each
inflorescence sampling from a different vine or cutting.

Values are means of ten inflorescences * s.e.

Statistical analyses were carried out using Student’s r-test. Means for a
considered parameter were not significantly different when followed by the
same letter (P = 0-05).

TABLE 2. Reproductive stages according to the classification
of Eichhorn and Lorenz (1977)

Developmental stage

1215 15 +2d 15+8d 17 21
15 +1d 15+ 3d
Male
GwW
Vine SC mMC T m Vm MPG
Cutting SC mMC T T Vm MPG
PN
Vine sC T m Vm YPG MPG
Cutting SC T m m YPG MPG
Female
GW
Vine ST ST MMC MMC ESMC ES
Cutting ST ST A A MMC  ES
PN
Vine ST A MMC ESMC ES ES
Cutting ST A MMC MMC ES ES

A, Archeospore; SC, sporogenous cells; m, microspores; mMC,
microspore mother cell; MMC, macrospore mother cell; Vm, vacuolated
microspores; MPG, mature pollen grain; ESMC, embryo sac mother cell; ES,
embryo sac; ST, sporogenous tissue; T, tetrads; YES, young embryo sac:
YPG, young pollen grain.

For vine and cutting, data are the means of ten flowers from five different
inflorescences, and each inflorescence was sampled from a different vine or
cutting. For each stage of development, the ten flowers considered show
similar results.

similar in the cuttings and vineyard, with respect to number
of flowers, number of fruits and seed set.

Development of reproductive organs

Inflorescences in the cuttings developed more rapidly
than those from the vineyard plants, with a difference of
12 and 13 d in GW and PN, respectively (Fig. 2). The rate of
flower development is dependent on temperature, with
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Fic. 3. Development of anthers in ‘Gewurztraminer” (GW) cuttings: (A) stage 12, sporogenous cells: (B) stage 15 + 2d, tetrads; (C) stage 15 + 8 d, young
microspores; and (D) stage 17, bicellular pollen grains. BPG, Bicellular pollen grains; e, epidermis; E, endothecium; ge, generative cell; SC, sporogenous
cells: t, tapetum; T, tetrads: ve, vegetative cell; YM, young microspores. Scale bars = 500 pm.

Fic. 4. Development of female flower parts in ‘Gewurztraminer’ cuttings: (A) stage 12, sporogenous tissue; (B) stage 15, archespore; (C) stage 17,
macrospore mother cell; and (D) stage 23, embryo sac. Amrowsin C and D indicate starch grains. ES, Embryo sac; et, external tegument; f, funicle: it, intemal
tegument; MMC, macrospore mother cell; Nu, nucellus; Oc, ovarian cavity; ST, sporogenous tissue; Tg, tegument. Scale bars = 250 pm.

extreme temperatures damaging these tissues (Ebadi er al..
1995; Young et al., 2004). The vineyards are exposed to
daily fluctuationsof temperature, withrelatively low tempera-
turesinthe nightand early morning, whereas the cuttings were
exposed to constant temperature ranging from 20-30 °C.

The chronology of pollen development was identical in
the vines and cuttings (Table 2). In GW, stage 12 sporo-
genous cells (Fig. 3A) multiplied and gave rise to micro-
spore mother cells at stage 15. Male meiosis occurred
between stages 15 and 15 + 2 d (Fig. 3B) with microspores
released from the tetrads at stage 15+ 8 d (Fig. 3C).
Microspores vacuolated thereafter and pollen mitosis
took place between stages 17 and 21 (Fig. 3D). At stage
21 (anthesis) mature pollen grains were released from the
anthers. Pollen development occurred earlier in PN than
in GW (Table 2). Meiosis was registered between stages
12 and 15, whereas pollen mitosis took place between stages
15+ 8 d and 17. These results indicate that cuttings grown
under controlled conditions can be used to study pollen
development in grape.

There was a slight delay in female meiosis in the cuttings
compared with the vines (Table 2). In GW cuttings, within
the sporogenous tissue (Fig. 4A) an archespore developed at
stage 15+ 1 d (Fig. 4B), which remained until stage

15 +3 d. Stage 17 was characterized by the presence of
the macrospore mother cell (Fig. 4C) and meiosis occurred
thereafter. The embryo sac was formed at stage 21 (Fig. 4D).
In the GW vines, the sporogenous tissue multiplied at early
stages of development. The macrospore mother cell was
seen from stage 15 + 2 d to stage 15 + 8 d. Between stages
15 + 8 d and 17 meiosis occurred, and the three micropylar
macrospores degenerated, leading to a single macrospore
generating the whole embryo sac at stage 17. At anthesis,
the embryo sac contained eight cells and was ready for
fertilization.

Female development was faster in PN than in GW
(Table 2). In vines, the archespore appeared at stage 15
and meiosis occurred between stages 15+2 d and 15+ 8
d. Afterwards, the embryo sac developed between stages
15+ 8 d and 21. In cuttings, meiosis was slightly delayed
between stages 15+ 3 d and 17, but the other steps of
development were similar to those in vines.

Location of starch in the anther and the ovule

Changes of starch reserves were similar in the two plant
types. Starch was found in all the sporophytic tissues of
the anther (epidermis, endothecium and tapetum) in the
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TABLE 3. Presence (+) or absence (0) of starch in Gewurztraminer (GW) and Pinot Noir (PN) vines and cuttings
Gewurztraminer (vine/cutting) Pinot Noir (vine/cutting)
Developmental Stages
15+2 15+8 15+2 15+8
12 15 15+1 15+3 17 21 12 15 15+1 1543 17 21

Male structures
Epidermis +/0 +/0 +/0 +/0 +/0 +/0 +/0 +/0 +/0 +/0
Endothecium +/0 +/0 +/0 +/0 +/0 0/0 +/0 +/0 ++ +/+
Tapetum +/0 +/0 +/0 +/0 +/0 +/0 +/0 +/0 +/0 +/0
Pollen 00 +/0 +/0 0/0 +/0 +10 +10 +10 +0 +0
Female structures
Ovary 000 0/0 +/0 +/0 +/+ +/+ +/0 +/0 +/0 +/+ +/+ +/+
Nucellus 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 +/0 0/0 0/0
Tegument 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 +/0 0/0 0/0
Embryo sac 0/0 0/0 0/0

For vine and cutting, ten flowers from five different inflorescences were analysed to study the presence of starch, and each inflorescence was sampled froma
different vine orcutting. For each stage of development, the ten flowers considered show similar results for starch content. Structures are scored a * + " if the ten

inflorescences had starch, and a “0" if the ten inflorescences had no starch.

vines (Table 3). In the gametophytic tissue, starch could be
seen in PN microspores at all stages, but not at stages 12 and
15+8 d in GW (Table 3). Later on, amylogenesis/
amylolysis occurred in the young pollen grains. In the cut-
tings, starch grains were not detected in sporophytic tissues,
except in the endothecium at stages 15 +3 d and 17 in PN,
and only in stage 17 in GW (Table 3). No starch was
detected in the gametophytic tissue (Table 3). The anther
sporophytic tissues influence the concentrations of sugars in
the anther by storing/mobilizing starch and regulate the
volume of sugar reaching the pollen grain during develop-
ment (Clément and Audran, 1995). The difference reported
here between vines and cuttings may correspond, in terms of
starch in the anther sporophytic tissues, to such buffering
action of the sporophytic tissues and obviously does inter-
fere with pollen development.

In the ovules of the vines, concentrations of starch were
low except at stage 15 + 8 d in the teguments and nucellus
of the PN ovules (not in GW) (Table 3). Nevertheless,
amylaceous reserves were detected in ovaries of both cul-
tivars from stage 12 and 15+ 2 d in PN and GW, respect-
ively, to anthesis. In contrast, starch was not detected in the
nucellus and teguments of the cuttings during flower devel-
opment, except at stage 15 + 3 d for PN (Table 3), same as
in the vines. In the cuttings, starch accumulation in the
ovaries was delayed until stage 17 in GW and stage
15+ 3 d in PN. In grapevine (Lebon et al., 2004), as in
other fruit trees (Rodrigo and Herrero, 1998; Rodrigo et al.,
2000), the presence or absence of starch in the ovule at
meiosis has a key influence on fertilization and fruit set.
In the cuttings and vines, the variations in concentrations of
starch in the inflorescences and ovules were similar.

There were differences in reproduction between GW and
PN grown in the vineyard; GW exhibits faster inflorescence
development (Fig. 2), more flowers per inflorescence
(Table 1), but a lower flower abscission rate, percentage
of fruit set and fewer seeds per fruit (Table 1). Moreover,
starch has a greater incidence in PN ovules (Lebon er al.,
2004). These differences were also detected in the cuttings

grown under the conditions described here, further showing
that the protocol used is reliable.

In grapevine, uncommitted primordium in the latent bud
developed into inflorescence primordium and a potential
fully developed inflorescence next spring, depending on
environmental conditions (Boss er al., 2002). Rapid shoot
growth can produce tendrils rather than inflorescences. Fur-
ther development of the flowers is influenced by variety and
environment (Boss et al., 2003). Flower abscission is poorly
described in grapevine but can dramatically diminish the
yield (Huglin and Schneider, 1998). The supply of carbo-
hydrates to the flower is a key factor in abscission (Gu et al.,
1996). A model of flower development in woody species
should assist efforts to understand physiological traits that
favour inflorescence initiation and flower development.

Cuttings can be used to develop doubled haploid grapev-
ines. Until recently, attempts to obtain in vitro microspore
embryogenesis from field plants generally resulted in dip-
loid callus from the sporophytic tissues of the anther (Mauro
et al., 1986). In apple, the success of microspore embryo-
genesis is dependent on the donor material. Anthers collec-
ted from the field did not produce haploid embryos (Hofer
and Lespinasse, 1996), whereas those from cuttings gave
doubled haploids (Hofer er al., 1999; Hofer, 2004).
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Les travaux présentés dans cet article récapitulent les données obtenues avec le modele
bouture fructifére.

Tout d’abord, le protocole optimisé dans cet article permet 1’obtention plus rapide de
boutures fructiféres. En effet, dans les protocoles plus anciens, les sarments sont placés dans
une chambre froide et le nceud NO a la chaleur : cette disposition permet la mise en place des
racines peu apres le débourrement (Mullins 1966 ; Mullins et Rajasekaran 1981 ; Gény 1997 ;
Ollat et al. 1998 ; Collin 2000). Dans notre protocole, la rhizogénése est induite par
I’application d’AIB sur le nceud NO, d’ou un gain de temps d’un mois environ sur les autres

protocoles (Lebon et al. 2005c¢).

De plus, les paramétres de floraison présentés dans 1’article montrent que le nombre de
fleurs par inflorescence, le nombre de baies par grappe, le taux de nouaison et le nombre de
pépins par baie sont identiques au vignoble et dans les inflorescences de bouture fructifére. En
effet, les différences observées au vignoble entre le GW et le PN sont aussi obtenues avec les
boutures fructiféres. Néanmoins, les inflorescences de PN possédent statistiquement plus de
fleurs par inflorescence quand elles sont issues de bouture que lorsqu’elles proviennent du

vignoble. Le modéle bouture fructifére est donc un modéle fiable pour ces paramétres.

Ensuite, le développement des structures reproductrices des boutures fructiféres est
identique a celui observé au vignoble. En effet, le développement des structures males et
femelles des fleurs de PN est plus précoce que celui des structures de GW. Cette précocité
¢tait aussi observée chez les deux cépages au vignoble (Lebon et al. 2004). Le mode¢le bouture

fructifeére est donc valide pour ce critére.

Enfin, la présence d’amidon dans les ovules lors de la méiose est un facteur clé d’une
fécondation et d’une nouaison normales (Herrero et Hormaza 1996 ; Rodrigo et Herrero
1998 ; Rodrigo et al. 2000). La présence d’amidon dans les ovules de boutures fructiféres est
différente entre les deux cépages. L’amidon n’est visible dans les ovules de GW qu’a partir du
stade 17 et a partir du stade 15+8 jours dans celles de PN. De plus, le stade d’apparition de
I’amidon dans les ovules est plus précoce au vignoble que sur les boutures fructiféres. Enfin,
la présence d’amidon dans les ovules est plus précoce chez le PN que chez le GW. La
présence d’amidon dans les ovules de bouture fructifére ne mime donc pas celle des ovules au

vignoble.
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Le mode¢le bouture fructifére est donc un modele fiable pour 1’étude du développement
des structures reproductrices. En effet, le développement des structures femelles et males des
fleurs de bouture fructifére est identique a celui des fleurs du vignoble. Le développement des
structures reproductrices n’est qu’un des parameétres montrant la fiabilit¢é du modele par
rapport au vignoble. En effet, les teneurs en glucides (amidon, saccharose, glucose et fructose)
dans les différents organes des boutures fructiféres, dont les inflorescences, doivent étre
identiques a celles observées au vignoble (Lebon et al. 2004) afin de justifier la validité du
modé¢le. De plus, durant le développement floral, ces teneurs doivent présenter la méme
¢volution dans les inflorescences de bouture fructifere et dans celles du vignoble. Le dosage et
I’analyse des teneurs en glucides dans les différents organes (feuilles, inflorescences et
racines) de la bouture doivent donc étre entrepris tout au long du développement de

I’inflorescence.
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Introduction

In crops, flower and fruit abscission induce significant yield loss. Dependant
on the sink strength of each organ, carbohydrate supply to reproductive
structures is a putative physiological cause of this phenomenon. In the
present work, the effect of defoliation, as an agent of source/sink
modifications, was studied in grapevine (Vitis vinifera L.) using fruiting
cuttings. In control cuttings only four leaves were allowed to develop. In order
to modify artificially source/sink interactions, another set of cuttings was
systematically defoliated (OL) whereas the last set was characterized by the
free development of all the leaves (AL). The results show that developing
leaves have a growth-depressing effect on inflorescences and roots, showing
their stronger sink strength. Besides, OL and AL treatments modify
carbohydrate concentrations in all organs of both cvs., especially in
inflorescences at crucial steps of male and female organ formation (meiosis).
However the variations did not follow the same pathway in each cv., likely due
to different carbohydrate metabolism. Whatever, carbohydrate levels in
cuttings inflorescences were different than those of vineyard inflorescences.

reproductive organs are often competing for the same
resources provided by photosynthesis and reserve

In crops, many environmental conditions and internal
mechanisms provoke flower or fruit abscission, leading to
important loss of yield (Stopar 1998, Liu et al. 2004).
Various putative events may be involved such as
nutritional disorders. In this context carbohydrate
starvation in the ovary appeared as a key point in the
achievement of a functional ovule (Merjanian and Ravaz
1930, Keller and Koblet 1994, 1995, Caspari et al.
1998). In perennial plants insufficient nutrient supply of
the flower causing flower and fruit abscission may also
be due either to low CO, assimilation or to lack of
reserves, especially starch (Wardlaw 1990, Rodrigo et al.
2000, Jean and Lapointe 2001). Besides, vegetative and

mobilisation (Wardlaw 1990), meaning that flower
and fruit abscission could result from this
competition. Indeed, growing inflorescences are not
the major sink organs during their development (Ho
1988) because growing roots, leaves and stems
attract more efficiently nutrients than inflorescences.
In grapevine (Vitis vinifera L.), flower and fruitlet
drop so-called ‘coulure’ is the major cause of yield
reduction in several areas (Huglin and Schneider
1998). Each grape cultivar (cv.) exhibits particular
coulure sensitivity, meaning that a certain amount of
flowers will abort whatever the environmental
conditions. For example, the Gewurtzraminer (GW) is

Abbreviations - cvs., cultivars; GW, Gewurztraminer; PN, Pinot noir.
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highly sensitive, whereas the Pinot noir (PN) is less
sensitive to coulure (Huglin and Schneider 1998). It
has been demonstrated that this differential
sensitivity is correlated to various amounts of sugars
in the flowers during development (Lebon et al.
2004), suggesting that peculiar source/sink
interactions in each cv. may contribute to their
differential sensitivity to coulure. After winter
dormancy, the inflorescence development that was
initiated and arrested at early stages the previous
year is newly stimulated in early spring,
synchronously with young roots, annual stems and
leaves (Srinivasan and Mullins 1981, Mullins et al.
1992, Boss et al. 2003). At this moment, leaf
photosynthesis is not efficient since the leaves are not
yet functional. Nutrients are thus exclusively provided
by reserves stored in perennial woods, until the
leaves reach half of their final size (Alleweldt et al.
1982, Petrie et al. 2000). The transition between the
heterotrophic (reserve mobilisation) and the
autotrophic (photosynthesis in the leaf) phase usually
occurs during flowering, but at different steps of the
reproductive effort depending on cvs. (Zapata et al.
2004a, b). This means that young vegetative organs
compete with growing inflorescences for reserves,
which may interfere with flower development. Indeed,
the ontogenesis of both ovules and anthers is closely
correlated with sugar at key steps of the reproductive
cell formation (Lebon et al. 2004). In PN, starch is
present in the ovule at female meiosis but not in GW,
which may contribute to lower coulure sensitivity of
the former cv. under stressing environmental
conditions.

In vineyard, the experimental approach of
source/sink interaction up to flowering is constraining
mainly because 1/ flowering occurs only once a year,
2/ it is difficult to collect all the organs for
assessments, i.e. the roots can reach up to 10 m
underground (Mullins et al. 1992) and 3/ impacts of
experimental source/sink perturbations on the quality
of flowering can be measured only the year after. In
this context, the fruiting cutting model is of interest
because experimental design can be performed all
the year (Mullins 1966, Mullins and Rajasekaran
1981, Lebon et al. 2005b). Moreover, this model
mimics most of the parameters related to
reproduction such as the flower, the berry or the seed
sets (Lebon et al. 2005b).

In order to further understand the source/sink
interactions in grapevine (Vitis vinifera L.) during the
development of inflorescences, fruiting cuttings were
used under various experimental conditions of
defoliation. The growth speed, as well as the sugar
content in all the cutting organs were followed along
inflorescence development and correlated to the
success of the reproduction. The experiments were

performed in the GW and the PN cultivars owing to their
differential sensitivity to coulure.

Materials and methods

Plant Material

Investigations were carried out using the flower
abscission sensitive GW and the non-sensitive PN.
Dormant cuttings were obtained from canes collected
from the INRA vineyard in Bergheim, France (Mullins and
Rajasekaran 1981, Lebon et al. 2005b).

Cuttings were collected at the proximal part of the
cane and limited to 3 nodes, successively named NO
(proximal), N1 and N2. A key point in the protocol is the
sampling of the cane fragments generating the cuttings.
The physiology of this fragment, in particular the amount
of reserves in the wood is important for obtaining
predictable results (Lebon et al. 2005b). Cuttings were
treated with cryptonol (2% v/v) to prevent contamination,
stored in the dark and forced for at least 2 weeks at 4°C.
After 16 h of hydration at 25°-30°C, NO and N1 were
removed and the proximal extremity of the cutting was
immerged in indole-3-butyric acid (IBA) at 1 g I'! for 30 s
to promote rhizogenesis. This protocol was developed
from Mullins (1966) and Mullins and Rajasekaran (1981)
and optimized by Lebon et al. (2005b). Cuttings were
then planted in 0.51 pots of perlite:sand (1:1), and
transferred to a greenhouse at 20°-30°C (night/day), with
the pots placed on a 30°C warming blanket. The
photoperiod was 16 h using natural daylight or artificial
400 W “SAUDICLAUDE” lamps supplying 1,000 uE m?s'!
and a relative humidity of 50%. Each pot was watered
daily with 100 ml of Coic and Lesaint (1971) medium.

Source/sink treatments

Treatments were carried out until the first inflorescence
appeared and aimed at perturbing the source/sink
interaction during the flower development. The 4 leaves
(4L) treatment was considered as the control according
to the results optimisation of the protocol (Lebon et al.
2005b). For this treatment, the four first leaves
appearing after the inflorescences developed and the
following ones were removed, explaining the absence of
leaves at stage 12. In the no leaf (OL) treatment, plants
were totally defoliated, so that the inflorescence is the
sole sink for cane reserves. In the all leaf (AL) cuttings,
all the leaves and vegetative stems were allowed to
develop in order to understand the competition between
the vegetative and the reproductive aerial organs.

Dry weight

Inflorescences were collected, from the visible cluster
(stage 12) up to the fruit set (stage 27) (Eichhorn and
Lorenz 1977). Since meiosis in these cultivars occurs
between stages 15 and 17 (Lebon et al. 2005b), this
period was subdivided (15+1 day and 15+3 days). At



tel-00011670, version 1 - 22 Feb 2006

Résultats et Discussion — 2°™ Partie — Publication 5 96

each stage, all the inflorescences, leaves and roots
were sampled, frozen in liquid Ny, and stored at -
80°C until the determination of sugars. Dry weight
(DW) of inflorescences was estimated after freeze-
drying for 72 h with a CS5L device (Serail
Lyophilisateur®).

Carbohydrate analysis

Extraction. Inflorescences, roots and leaves were
lyophilized 72 h at -80°C with a CS5L device (Serail
Lyophilisateur®), and ground in a mortar with
Fontainebleau sand and 10 volumes of ethanol 80°.
Sugars were then extracted for 15 min at 84°C under
continual agitation. After adjusting the volume to 5 ml
with distilled water, the extract was centrifuged at
4°C for 10 min at 11 000 g. The supernatant was
used for soluble sugar determination. For starch, the
pellet was suspended in a mixture containing
dimethylsulfoxide:hydrochloric acid 8 N (8:2) and
starch was dissolved during 30 min at 60°C under
continual agitation. After cooling, the extract was
centrifuged at 20°C for 10 min at 13 000 g and the
supernatant was kept at -80°C until use.

Sucrose, glucose and fructose assay (Bergmeyer 1974).
Sucrose, glucose and fructose were assayed because
they are the major sugars in grapevine (Glad et al. 1992).
D-glucose was phosphorylated and oxidized in the
presence of NADP to gluconate-6-phosphate and
NADPH, H*. The amount of NADPH, H* formed was
determined by means of its absorbance at 340 nm.
Fructose was phosphorylated to fructose-6-phosphate by
a hexokinase in the presence of ATP. Fructose-6-
phosphate was then converted to glucose-6-phosphate by
a phosphoglucoisomerase. Glucose-6-phosphate formed
was tested as described above and a blank was
performed without phosphoglucose isomerase. Sucrose
was hydrolyzed to D-glucose and D-fructose in the
presence of a p-fructosidase. D-glucose formed was then
determined as described above and compared with a
blank without p-fructosidase.

Starch assay. Aliquots of 100 ml of the extract were used
to determine starch concentration. The aliquot was mixed
with 100 ml of Lugol iodine solution (0.03% I> and
0.06% KI in diluted 0.05 N HCI). After 15 min, the
absorbance was read spectrophotometrically at 600 nm.
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C) and PN (D, E, F) fruiting cuttings during their development:

(A-D) inflorescences; (B-E) leaves and (C-F) roots. Measures are stopped when plants are AL-treated due to inflorescence

necrosis. Values are means (n = 5) + SE.
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A blank was performed with the starch solvent Results
(DMSO:HCI, 8:2) instead of the extract.

In the control (4L) and OL cuttings, the dry weight of
inflorescences followed the same pathway in both cvs.
(Fig. 1A, D). It was characterized by an exponential
At least five assays were performed for each stage of  increase from stage 15+3d up to fruit set (stage 27). In
flower development, and three independent readings AL treated cuttings, the inflorescences exhibited a
were carried out for each extract. For carbohydrate  significantly weaker growth. Later on, in both cvs., the AL
determination, results are expressed in % dry weight  treatment induced necrosis of the inflorescence, precisely
+ SE. Statistical analyses were carried out using a  at stages 15+3d in GW and 17 in PN inflorescences (Fig.
Student’s t test. A 2% probability was considered 1A, D).

significant. Leaves appeared on cuttings at different moments
depending on the treatment. In AL cuttings, leaves
appeared at stage 12 whereas they emerged only at

Statistical analysis
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stage 15 in 4L-treated plants (Fig. 1B, E). At stage
15+3 days, AL cuttings leaves of GW and PN
respectively weighted 3.4-fold and 2.2-fold more than
4L ones. Considering the three treatments, roots
appeared on the fruiting cutting from stage 15 in
both cvs. (Fig.1C, F). In GW root development was
synchronous in the three treatments, whereas in PN,
root growth was significantly favoured in AL and OL
cuttings when compared to 4L ones.

Carbohydrate contents

Inflorescences. In GW inflorescences of 4L cuttings
starch concentrations decreased from 2.48+0.17 to

1

0.31+0.149% DW from stage 12 to stage 15 and remained
statistically constant during the end of flower
development (Fig. 2A). In AL cuttings the inflorescence
exhibited the highest amount of starch that was stable
from stage 12 until stage 15+1d. Afterwards, it
decreased dramatically to 0.9+0.199% DW at stage
15+3d (Fig. 2A) and the inflorescence thus degenerated.
In 4L and OL cuttings, the inflorescences had the same
starch concentration from stage 15 up to fruit set. In
these cuttings, soluble carbohydrate concentrations
followed the same variations (Fig. 2B, C, D), though
sucrose and fructose concentrations were higher in 4L
treated cuttings. In the inflorescences of AL cuttings,
sucrose concentration was lower than in other
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treatments, whereas glucose concentration was
higher at stages 15+1d and 15+3d and fructose at
stage 15 (Fig. 2B, C).

Whatever the treatment, starch variations in the
inflorescences of PN had the same profile and
fluctuated between 0.19+0.03 and 0.5%£0.15% DW,
except in 4L-treated inflorescences at stage 12 (Fig.
2E). Similarly, fluctuations of sucrose concentrations
were similar whatever the treatment (Fig. 2F): after a
significant decrease from stage 12 to stage 15+1d,
sucrose concentration slowly dropped down and

reached very low values at fruit set (stage 27). The three
treatments induced the same pattern in glucose and
fructose variations in inflorescences with a decrease from
the stages 12 to 15, except for the glucose in
inflorescences of AL cuttings at stage 12 (Fig. 2G, H).
Thereafter, hexose levels in inflorescences of 4L and AL
cuttings were constant around 1% DW until fruit set
although it decreased regularly down to 0.33+0.01% DW
in OL cuttings. Moreover, hexoses were significantly more
abundant in inflorescences of 4L- than in those of OL-
cuttings.
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their development: (A-E) starch; (B-F) sucrose; (C-G) glucose and (D-H) fructose. Measures are stopped when plants
are AL-treated due to inflorescence necrosis. Values are means (n = 5) + SE.
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Leaves. Considering leaves, no results were obtained
in the OL treatment since leaves were systematically
removed. The AL treatment induced higher starch
levels in GW leaves than the 4L treatment (Fig. 3A).
However, in this cv. sucrose concentrated in leaves of
4L cuttings after the stage 15+1d (Fig. 3B), as well as
glucose and fructose (Fig. 3C, D). In PN, the AL
treatment generated a higher accumulation of
carbohydrates (at least starch, sucrose and glucose)
when compared to the 4L treatment (Fig. 3E, F, G, H).
Roots. In the roots of cuttings, carbohydrate
concentrations decreased from stage 15 to stage 27
whatever the treatment and the cultivar (Fig. 4). In
roots of 4L GW cuttings, starch level decreased
rapidly from stages 15 to 17, and thereafter
remained constant at 0.15% DW (Fig. 4A). In the OL
cuttings starch concentration in roots is constant
during the whole of floral development (Fig. 4A).
Regarding sucrose, the OL treatment induced the
highest concentrations, whereas the 4L treatment
mostly reduced the sucrose level during the whole
inflorescence development (Fig. 4B). Considering
glucose, roots of OL cuttings exhibited the lowest
glucose concentration from stage 15 to stage 27 (Fig.
4C). In the meantime, roots of 4L and AL cuttings
accumulated glucose respectively from 1.5- to 4.8-
fold and from 1.8- to 4.2-fold more than the roots of
OL cuttings. Fructose content in roots of AL cuttings
dropped rapidly between stages 15 and 15+3d from
10+0.68 to 1.98+0.35% DW (Fig. 4D). OL and 4L
treatments provoked a slight fructose decrease to
reach 0.35+0.06 and 0.45+0.03% DW, respectively.

All the treatments provoked similar responses in
the PN cuttings. In roots of 4L cuttings, starch level
increased from stages 15 to 23 (from 0.06+0.02 to
0.42£0.06% DW), and remained constant until fruit
set (Fig. 4E). The profile of starch levels in roots of AL
and OL cuttings was opposite. Indeed, in roots of OL
cuttings starch contents decreased slowly along
inflorescence development. In roots of AL cuttings,
starch content decreased by 2.9 between stages 15
and 15+1d, and thereafter had the same values than
roots of OL cuttings. As in GW roots, the OL treatment
induced the highest sucrose concentration and the
4l-one the lowest one (Fig. 4F). In the case of
glucose, the AL treatment induced a constant
decrease of glucose concentrations in roots from
stage 15 to 17 (Fig. 4G), whereas the two other
treatments provoked globally the same pattern in
glucose levels. Finally, the AL treatment induced a
5.4-fold decrease of fructose levels in roots from
stage 15 to 17 to reach 0.92%£0.149% DW (Fig. 4H).
Although the fluctuation of fructose content in roots
was similar in OL and 4L cuttings, levels of fructose
were significantly higher in roots of 4L cuttings.

Discussion

In fruiting cuttings of grapevine, there is a

competition between the vegetative and the reproductive
organs for the carbohydrates that can be mobilised from
the woody perennial tissues of the plant. In this artificial
model, the vegetative stems, leaves and roots are
stronger sinks than the inflorescences which are deprived
of sugars and thus degenerate when vegetative stem
growth is not experimentally limited.

In both cultivars, during the first stages of flower
development, leaves and stems have a growth-depressing
effect on inflorescences and induce carbohydrate
retention of these organs as observed previously (Mullins
1967, 1968, Mullins and Rajasekaran 1981). As in other
species, grapevine stems, inflorescences and roots
compete for nutrient supply. In spring during bud burst,
CO assimilation in the leaves is not sufficient to allow
their development explaining that leaves represent a
strong sink for photoassimilates rather than a source
(Wardlaw 1990, Jean and Lapointe 2001). In the
meantime, emerging inflorescences have a limited ability
to attract photoassimilates when compared to stem
development (Mullins et al. 1992). In our study, the sink
strength of the stem in the AL cuttings is revealed by the
simultaneous growth of leaves and the low growth
followed by the necrosis of inflorescences. This may be
explained by the continuous need of sugar by developing
new leaves in the AL cuttings, whereas in the 4L ones, the
stem growth and the subsequent carbohydrates request
is limited by the removal of any new leaf or shoot
meristems. Moreover, the constant decrease of root
carbohydrate levels at the benefit of leaves exhibiting
constant or increasing sugar contents further illustrates
this phenomenon. Indeed, as in tomato, the relative sink
strength of leaf and shoot apex is higher than the root
one (Shishido et al. 1999).

The various treatments modify carbohydrate contents
of vegetative (leaf and roots) and reproductive
(inflorescences) organs in both cvs. In both GW and PN,
the content of sugars in the inflorescence globally
increased (especially fructose) following the 4L-
treatment, whereas in the inflorescence of the OL
cuttings, the carbohydrate level is not influenced. In
papaya, a 60% defoliation induces the decrease of fruit
carbohydrate contents (Zhou et al. 2000). Moreover, the
enzymes involved in carbohydrate metabolism are known
to have differential activities in the inflorescences of the
both cvs. (Lebon et al. submitted), explaining that sugars
are accumulated in different forms.

In both tested cvs. carbohydrates accumulate in the
leaves of AL cuttings when compared to 4L ones, mainly
soluble carbohydrates in PN and starch in GW. This
accumulation of sugars in leaves is in contradiction with
previous results obtained in cherry (Layne and Flore
1993): 75% defoliation provokes an increase of leaf
sucrose and starch due to a stimulation of CO
assimilation. The accumulation of sugar may thus be the
consequence of a higher CO, assimilation or/and a
stronger reserve mobilisation.

In cutting roots of both cvs., the OL treatment
modifies carbohydrate levels, as revealed by an increase
of sucrose content and a synchronous decrease of
glucose and fructose contents. These modifications are
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due to the major source status of roots (Loescher et
al. 1990, Bates et al. 2002, Zapata et al. 2002a), and
to their minor sink importance (Candolfi-Vasconcelos
et al. 1994, Shishido et al. 1999). The source status
of roots implies that they intensely synthesize
sucrose, which is the major form of carbohydrate
transport. Thus, the variations of sucrose levels are
the consequence of some carbohydrate metabolism
related enzymes, such as the reduction of invertase
and the increase of sucrose synthase activities
(Weschke et al. 2003, Koch 2004). Indeed, we have
previously demonstrated that the fluctuations of
sucrose content in inflorescences correspond to the
variations of cytosolic and wall-bound invertases, as
well as sucrose synthase (synthesis) activities (Lebon
et al. submitted).

Moreover, roots become the only carbohydrate source
when leaves are removed (OL treatment), explaining
their decrease of starch content, as observed in
young and old stolons of white clover (Gallagher et al.
1997). Furthermore, root carbohydrates are reduced
during the inflorescence development whatever the
treatment. This was already reported in fruiting
cuttings (Bartolini et al. 1996) and may be due to
carbohydrate needs of developing vegetative and
reproductive organs (Jean and Lapointe 2001).

Carbohydrate variations in vegetative and
reproductive organs are different between GW and
PN. GW roots and leaves accumulate higher
quantities of starch and fructose than PN ones.
Different patterns of carbohydrate distribution are
ever found in inflorescences between these cultivars
(Lebon et al. 2004). And these cultivar distinctions
are due to different carbohydrate metabolism (Lebon
et al. 2005a, Lebon et al. submitted). Thus, GW
fruiting cuttings principally favour carbohydrate
accumulation in roots and leaves, and significantly
more than PN. Preferentially storing carbohydrate
reserves in vegetative organs rather than in
inflorescences could explain the higher sensitivity of
GW to flower abscission. Carbohydrate levels of
inflorescences are crucial for flower fate (Rodrigo et
al. 2000, Jean and Lapointe 2001, Ruiz et al. 2001,
Iglesias et al. 2003) and GW inflorescences contain
low carbohydrate levels during development.
Therefore, it is likely that GW inflorescences have not
enough available sugars to counteract environmental
stresses, especially when they occur during meiosis,
explaining their sensitivity to coulure.

In cuttings as in vineyard, GW and PN
inflorescences exhibit major differences of
carbohydrate levels during the crucial steps in male
and female organ formation, i.e., at meiosis. In both
cvs., female meiosis occurs from stages 15 to 17,
and cvs. exhibit different pattern of carbohydrate
distribution during this period: in PN, developing
inflorescences mainly accumulate hexoses, whereas
in GW ones starch and sucrose are stored (Lebon et
al. 2004). The higher pool of available hexoses in PN
developing inflorescences may explain the lower
sensitivity to flower abscission in PN under stress

conditions (Lebon et al. 2004, Zapata et al. 2004b).
Moreover, this critical period is marked by the transition
between mobilization of starch from the root reserves
and the translocation of photosynthates from fully
expanded leaves (Zapata et al, 2004a), and coincides
with variations of carbohydrates in inflorescences (Lebon
at al. 2005a). However, although carbohydrate level
differences exist in GW and PN inflorescences, these
variations during flower development of fruiting cuttings
differ than those observed in vineyard. Indeed, contrarily
to vineyard, sucrose is more accumulated in PN
inflorescences than in GW ones, and other carbohydrate
levels are identically concentrated in the both cultivars.
These differences between fruiting cutting and vineyard
are likely caused by different carbohydrate metabolism
due to the absence of root during the first steps of the
inflorescence development. Indeed, during this period,
carbohydrate supply only originates from wood reserves.
Although the development of reproductive structures is
identical in fruiting cutting and vineyard (Lebon et al.
2005b), the fluctuation of carbohydrate levels differs
between these two models.
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Les travaux présentés dans cet article permettent d’appréhender les relations source/puits
avec le modele bouture fructifere.

Tout d’abord, les résultats obtenus suite aux différents traitements montrent la force
puits des différents organes présents sur une bouture fructifére. Ainsi, les feuilles sont les
puits majoritaires lors du développement des boutures fructiféres (Mullins 1968 ; Mullins et
al. 1992). En effet, lorsque la croissance de ces derniéres n’est pas limitée, les inflorescences
se dessechent, puis tombent. Ensuite, les inflorescences sont un puits plus puissant que les
racines car, suite au traitement 0 feuille (défoliation totale), les teneurs en glucides des racines
diminuent au profit des inflorescences. Les différents organes en croissance d’une bouture
fructifére sont donc des puits plus ou moins importants pour les nutriments : les feuilles sont
les puits majoritaires, les inflorescences les puits intermédiaires et les racines les puits

minoritaires.

Ensuite, les divers traitements (0, 4 et toutes feuilles) réalisés sur les boutures fructiféres
de GW et de PN modifient les concentrations en glucides des organes végétatifs (feuilles et
racines) et reproducteurs (inflorescences). Ainsi, le traitement ‘toutes feuilles’’ induit un
comportement différent entre les feuilles des 2 cépages avec une augmentation des teneurs en
glucides dans les feuilles de PN mais une augmentation de la concentration d’amidon et une

diminution des teneurs en hexoses (glucose et fructose) dans les feuilles de GW.

Enfin, les évolutions des teneurs en glucides dans les inflorescences est différente entre
celles du vignoble et celles issues des boutures fructiféres. En effet, au vignoble, les
inflorescences de GW et de PN montrent une différence majeure des concentrations
d’amidon, de saccharose, de glucose et fructose. Cette différence pourrait méme contribuer a
expliquer la différence de sensibilité a la coulure entre les 2 cépages (Lebon et al. 2004).
Cependant, ces disparités ne sont pas présentes dans les inflorescences issues des boutures
fructiféres. Ceci peut s’expliquer par la simplification du modéle bouture fructifére par
rapport au vignoble. En effet, ce modéle ne posséde que peu de racines au début du
développement des inflorescences alors qu’au vignoble, les racines jouent un rdle capital
d’apport de nutriments entre le débourrement et le début de la floraison (Scholefield et al.
1978 ; Bates et al. 1998 ; Huglin et Schneider 1998 ; Zapata 1998 ; Zapata et al. 2004a, b).
Ainsi, les réserves nécessaires au développement normal des inflorescences de boutures

fructiféres proviennent uniquement du bois ayant permis la confection de la bouture. Or, ce
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bois ne contient que 10% des réserves amylacées chez la vigne (Eifert et al. 1960 ; Bouard
1966 ; Bates et al. 2002 ; Zapata et al. 2004a). Ce manque de réserves glucidiques peut
expliquer les différences de teneurs en glucides entre les inflorescences du vignoble et celles

issues des boutures fructiféres.

Le modéle bouture fructifére ne semble donc pas étre un modéle fiable pour 1’étude du
métabolisme glucidique des inflorescences de vigne. Pour ces analyses, les expérimentations
au vignoble semblent donc étre nécessaires et plus appropriées méme si elles ne sont

réalisables qu’une fois par an.

Chez la vigne, le développement des structures reproductrices se déroule sur 2 années
successives (Srinivasan et Mullins 1976, 1981 ; Gerrath et Posluszny 1988 ; Mullins et al.
1992 ; Boss et al. 2003). De plus, les glucides utilisés du débourrement jusqu’a la floraison
proviennent essentiellement des réserves accumulées 1’été précédent a partir des
photoassimilats synthétisés en exces (Eifert ef al. 1960 ; Bouard 1966 ; Bates et al. 2002 ;
Zapata et al. 2004a). Les inflorescences en développement sont trés sensibles aux stress
durant cette période ou ont lieu les méioses ovulaires et polliniques (Lebon ef al. 2004). Or,
les glucides jouent un rdle protecteur contre les stress et permettent un développement normal
des structures reproductrices (Herrero et Hormaza 1996 ; Rodrigo et Herrero 1998 ; Rodrigo
et al. 2000 ; Savitch et al. 2000). Il est donc important de connaitre 1’impact de la mise en
réserve lors de 1’été ,, sur la floraison de 1’été ,+;. Ainsi, nous avons étudié les conséquences
d’un effeuillage total ou d’un égrappage total a la véraison , sur les différents paramétres de
floraison lors de 1’été 1. Cette étude a été réalisée sur les 3 principaux cépages champenois

(CH, PM et PN).
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Abstract

In grapevine, carbohydrate supply originates from
photosynthesis and reserve mobilisation. During
summer, photosynthesis allows the reserve
restitution, and inflorescence bud initiation occurs
in the same time. Understanding the impact of
various reserve synthesis during the summer on the
flowering and fruit set the following year is
important for the comprehension of relations
between carbohydrates and flowering in grapevine.
At veraison, defoliation and fruit removing are
realised on Chardonnay, Pinot Meunier and Pinot
noir cultivars, and impacts of these treatments are
observed the following year. For the three cultivars,
total defoliation induces a significant decrease of
starch and total carbohydrate levels in woods, and
diminution of the numbers of flowers per
inflorescences, berries per bunch and bunch
weights. Total fruit removal induces to the decrease
of starch concentration, and has different effects on
total carbohydrate levels depending to the cultivars.
Moreover, removing fruits doesn’t affect the
efficiency of sexual reproduction. Furthermore, the
major parameters of the sexual reproduction
efficiency are strongly related to carbohydrate
contents in winter woods. All these results are
discussed in order to better understand the relations
between carbohydrate reserves and the efficiency of
sexual reproduction.

Key words: carbohydrate reserves, flowering, fruit set,
sexual reproduction, Vitis Vinifera L.

Introduction

In grapevine (Vitis vinifera L.) as in other woody plants of
temperate climate, the development of reproductive
(inflorescences) and vegetative organs (annual stems, roots
and leaves) is initiated during the previous year (Srinivasan
and Mullins, 1981; May, 2000; Boss ef al., 2003). During
autumn, the whole plant enters dormancy and the
reproductive and vegetative primordia endure the winter as
quiescent primordia (May, 2000). At the end of the winter,
the primordia leave their quiescent state, and continue their
development during the spring (Boss et al., 2003). At this
moment, preformed shoots and inflorescences grow rapidly
and their needs in nutrient are considerable (Scholefield et
al., 1978; Huglin and Schneider, 1998). The carbohydrates
required for annual development originate either from
photoassimilates synthesized in leaves or from reserves
accumulated in perennial woody organs the year before
(Mullins et al., 1992; Sauter and Van Cleve, 1994; Rodrigo
et al., 2000; Hieke et al., 2002).

In grapevine, young developing leaves cannot perform
photosynthesis in early spring and thus represent
carbohydrate sinks until they reach about one third of their
final size (Alleweldt et al., 1982; Petrie et al., 2000). The
sink/source transition of leaves occurs at the onset of
flowering (Zapata et al., 2004a), suggesting that the early
development of annual organs from the winter bud till
flowering is supported by carbohydrates accumulated in
perennial organs during the previous year. In the
inflorescences, the supply of carbohydrates during key
steps of flower formation such as meiosis is determinant in
the achievement of functional flowers and in the fruit set
(Lebon et al., 2004). In this respect, it has been shown that
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the requested sugars for the developing inflorescences in
grapevine are provided by photosynthesis in both the
leaves and the inflorescences (Lebon et al., 2005a).

One specific trait of woody plants growing in temperate
climate is the importance of sugar reserves stored during
the winter (Loescher ef al., 1990; Mooney and Gartner,
1991). In grapevine, starch is the major accumulated
carbohydrate (Bouard, 1966; Mullins et al., 1992) and is
located in the ray storage tissues (parenchyma) of roots and
canes (Zapata et al., 2004a). However, soluble
carbohydrates (sucrose, fructose and glucose) are also
present in perennial organs during winter allowing to resist
cold injury by decreasing the freezing temperature of the
sieve (Huglin and Schneider, 1998; Glad et al. 1992).
Moreover, it has been shown that carbohydrates mobilized
from reserves in canes and roots are used by the rapid
growth of inflorescences and vegetative structures in early
spring (Scholefield et al., 1978). Carbon reserves are thus
progressively mobilized from perennial wood and sustain
the expansion of new young roots, annual stems and
leaves, as well as emerging inflorescences (Zapata et al.,
2004a). This pool of carbon is restored in perennial organs
by the photosynthetic activity in the mature leaves,
extending from flowering to leaf senescence, especially
during berry ripening (Candolfi-Vasconcelos et al., 1994;
Chaumont et al., 1994; Miller et al., 1997). These data
suggest that the perturbation of reserve restoration during
berry ripening in wood may affect the development of
annual organs the year after, especially inflorescences.
Despite the crucial role of carbohydrates in the
achievement of flowering and fruit set, the influence of
source/sink strength of the plant during the period of
intense reserve restoration and its related impact on
flowering was only poorly studied in grapevine.

The aim of this study was to investigate the influence
of the whole plant sugar physiology on flowering and fruit
set the year after treatment. Therefore, we modified the
carbon balance of vineyard grown plants from the onset of
berry ripening (veraison) by perturbing the accumulation of
reserves using defoliation or cluster removing.

Materials and methods
Plant Material

Investigations were carried out using the three Champagne
cultivars Chardonnay (CH), Pinot Meunier (PM) and Pinot noir
(PN) grown in the vineyard of Plumecoq (Marne, France).
Treatments were carried out at the onset of veraison and aimed at
perturbating the restitution of reserves in the perennial parts of the
plant. Control plants were grown according to the Chablis
method. S called R- plants were totally defoliated aiming at
decreasing the total amount of reserves, whereas in R+ plants all
the grapes were removed to favour the restoration of reserves in
woody organs. At winter, prunings were collected in order to
evaluate the amount of carbohydrates in perennial organs.
Treatments were realized either once or two years consecutively.

Carbohydrate extraction

After being lyophilized for 72 h with a CS5L device (Serail
Lyophilisateur”™), prunings and canes of fruiting cuttings were first
ground with a heavy duty cutting mill SM 2000 (Retsch®) and,
thereafter, with a laboratory mortar grinder Pulverisette™2
(Fritsch®). The powder was mixed with 10 volumes of ethanol
80°. Sugars were then extracted for 15 min at 84°C under
continual agitation. After adjusting the volume to 5 mL with
distilled water, the extract was centrifuged at 4°C for 10 min at 11
000 g. The supernatant was used for soluble sugar determination.
For starch, the pellet previously obtained was suspended in a
mixture containing dimethylsulfoxide:hydrochloric acid 8 N (8:2)
and starch was dissolved during 30 min at 60°C under continual
agitation. After cooling, the extract was centrifuged at 20°C for
10 min at 13 000 g and the supernatant was kept at -80°C until
use.

Sucrose, glucose and fructose assay (Boehringer® Mannheim
enzymatic kit)

Sucrose, glucose and fructose were assayed because they are the
major sugars in grapevine (Glad et al., 1992). Briefly, D-glucose
was phosphorylated and oxidized in the presence of NADP to
gluconate-6-phosphate and NADPH, H+. The amount of NADPH,
H+ formed was determined by means of its absorbance at 340 nm.
Fructose was phosphorylated to fructose-6-phosphate by a
hexokinase in the presence of ATP. Fructose-6-phosphate was
then converted to glucose-6-phosphate by a
phosphoglucoisomerase. Glucose-6-phosphate formed was tested
as described above and a blank was performed without
phosphoglucose isomerase. Sucrose was hydrolyzed to D-glucose
and D-fructose in the presence of a f-fructosidase. D-glucose
formed was then determined as described above and compared
with a blank without B-fructosidase.

Starch assay

Aliquots of 100 uL of the extract were used to determine starch
concentration. The aliquot was mixed with 100 uL of Lugol
iodine solution (0.03% I, and 0.06% KI in diluted 0.05 N HCI).
After 15 min, the absorbance was read spectrophotometrically at
600 nm. A blank was performed with the starch solvent
(DMSO:HC], 8:2) instead of the extract.

Total carbohydrates

The total amount of carbohydrates in the prunings was calculated
by adding the concentrations of starch, sucrose, glucose and
fructose. The results were expressed as percentages of dry weight
(% DW).

Estimation of the efficiency of sexual reproduction

Fruit set rate is the major parameter used for assessing the success
of sexual reproduction and for evaluating the impact of reserves
on flowering. It was estimated in vineyard as the ratio of berries
over flowers after counting the number of flower scars per
inflorescence and the number of berries per bunch. The number of
flowers and berry per inflorescence was counted at flowering and
fruit set. The number of bunches per vine was counted before
veraison, and the number of seeds per berry was determined in
order to estimate the fertilization rate. At harvest, the weight of
bunches (individual or per plant) was measured.
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Relations between carbohydrate contents in prunings and
efficiency of sexual reproduction

To understand the putative correlation between carbohydrate
contents in prunings and the efficiency of sexual reproduction
during the following year, the relation between each value of
sugar content and each parameter of sexual reproduction was
determined and considered as significant when higher than 0.8
(Lebon et al., 2005a).

Statistical analysis

In vineyard, 16 replicates were performed for each treatment and
16 plants were considered as control. Results were expressed as a
mean of the 16 values and error bars represented standard errors
for fruiting cuttings and vineyard, respectively. Statistical analyses
were carried out using Student’s #-test and regression analysis. A
5% probability was considered significant.

Results
Carbohydrate contents in prunings

In prunings, starch appeared as the major carbohydrate and
its concentration fluctuated similarly in the 3 tested cvs
(Fig. 1A). No real difference was noticed between 1 and 2
years treated plants, though some significant but low
differences were reported in the R- CH and in the R+ PM
and PN cvs. After R- treatment, starch concentration was
significantly reduced by half, whereas in the R+ plants, the
values of starch content were close to those of the control
but remained lower in the 3 tested cvs.

Sucrose content in prunings fluctuated differently in 1
and 2 years treated plants, as well as in the 3 tested cvs.
(Fig. 1B). In CH, R- treatment induced a 1- to 4-fold
decrease of sucrose content in 1 and 2 years treated plants
respectively. In R+ treated plants, sucrose concentration
was reduced by 8 in 1 year treated plant but was
significantly similar to the control in the 2 years treated
plants. In PM, sucrose was 4 fold less important in the
control plants when compared to CH (Fig. 1B). In once
treated plants, sucrose was reduced by half following both
R- and R+ treatments. Oppositely, in twice treated plants,
sucrose content was similar to the control following R-
treatment and significantly higher after R+ treatment. In
PN, total defoliation (R- treatment) had opposite effect in 1
and 2 years treated plants, as revealed by the significant
increase of sucrose concentration in the former case and
the absence of noticeable effects in the latter.

The variations of glucose contents in the prunings varied
according to the cv (Fig. 1C). In CH the sole significant
difference was recorded in 1 year treated prunings
following R- treatment and consisted in a slight increase of
glucose content. In 1 year treated PM, the R- treatment
induced a 3-fold reduction of glucose content, whereas the
R+ treatment generated a 25% increase. In twice treated
PM, total fruit removal (R+ treatment) or total defoliation
(R- treatment) had similar effects and resulted in a slighlt
decrease of glucose concentration. The behaviour of PN
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Fig. 1. The effects of total defoliation (R-) and total fruit removal (R+)
on contents of starch (A), sucrose (B), glucose (C), fructose (D) and
total carbohydrates (E) in following winter prunings compared to
control (Co) for the three Champagne cultivars Chardonnay (CH),
Pinot Meunier (PM) and Pinot noir (PN). White and grey bars
represent the one year-treated and the two consecutive year-treated
vines, respectively. Values are means (+SE) of 16 assays. Statistical
analyses were carried out using Student’s ¢-test. Means for a
considered parameter and a cultivar were not significantly different
when marked by the same letter (P=0.05).
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was globally similar to the one of CH.
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Fig. 2. The effects of total defoliation (R-) and total fruit removal (R+)
at veraison on flowers per inflorescence (A), berries per bunch (B),
fruit set rate (C), and seeds per berry (D) the following year compared
to control (Co) for the three Champagne cultivars Chardonnay (CH),
Pinot Meunier (PM) and Pinot noir (PN). White and grey bars
represent the one year-treated and the two consecutive year-treated
vines, respectively. Values are means (+SE) of 16 assays. Statistical
analyses were carried out using Student’s z-test. Means for a
considered parameter and a cultivar were not significantly different
when marked by the same letter (P=0.05).

Regarding fructose, both CH and PN cvs. had the same
behaviour (Fig. 1D): the R-treatment resulted in an
increase of fructose contents in both once and twice treated

plants, whereas the R+ treatments did not induce drastic
modifications. In PM the treatments had opposite effects in
1 and 2 years treated plants. The fructose content was
reduced following R- treatment in once treated plants but
increased in twice treated grapevines. The R+ treatment
had inverse effects.

Considering total carbohydrates, both treatments had
similar effects in the 3 tested cvs. (Fig. 1E). The R-
treatment induced a significant decrease of sugars in the
wood of prunings with a higher impact in 1 year treated
plant. Contrarily the R+ treatment did not generate drastic
modifications of the sugar content when compared to
controls, except in 1 year R+ CH.

Efficiency of sexual reproduction

The effect of both R- and R+ treatments on the efficiency
of sexual reproduction was homogeneous in the 3 tested
cvs. (Figs. 2 and 3).

The number of flowers per inflorescence significantly
decreased following 1 or 2 consecutive R- treatments
whereas it was not affected by the R+ treatments (Fig. 2A).
Similarly, 1 or 2 consecutive R- treatments induced a 2-
fold reduction of the number of berries per bunch but the
R+ treatment had no detectable effect (Fig. 2B). In CH and
PM cvs., the fruit set was similarly affected by the total
defoliation or the grape removal, meaning that the fruit set
was reduced following the R- treatment and remained
stable following the R+ treatment (Fig. 2C). But these
treatments had no effects on the fruit set of the PN cv. The
number of seeds per berry globally increased whatever the
treatment in CH, and following the 1 e R- treatment in PM
(Fig. 2D). In R+ treated PM and in PN, no significant
effects were recorded.

The R- treatment significantly decreased the number of
bunches per plant in CH and PM but not in PN (Fig. 3A).
Oppositely, once CH and twice PN R+ treated plants had
significantly more bunches than the control. Considering
both the bunch weight and weight of bunches per vine, the
results were similar in the 3 tested cultivars, meaning that
the R- treatment significantly reduced by half the weight of
bunches (Figs. 3B, 3C). The absence of results in the R+
treatments is due to the fact that the R+ treatment consisted
in removing the bunches at the beginning of veraison.

Relations between carbohydrate contents in prunings
and efficiency of sexual reproduction

In PM, strong correlations existed between starch content
in prunings and all the parameters of sexual reproduction,
with correlation factors ranging between 0.8041 and 1
(Table 1). In this cultivar, no other correlation could be
found between any of carbohydrate and a studied
parameter. In CH, most of parameters of sexual
reproduction could be related either to starch or to fructose
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Fig. 3. The effects of total defoliation (R-) and total fruit removal (R+)
at veraison on bunches per vine (A), bunch weight ay harvest (B), and
weight of bunches per vine at harvest (C) the following year compared
to control (Co) for the three Champagne cultivars Chardonnay (CH),
Pinot Meunier (PM) and Pinot noir (PN). White and grey bars
represent the one year-treated and the two consecutive year-treated
vines, respectively. No R+ data was available because vines were used
for following year treatments. Values are means (+SE) of 16 assays.
Statistical analyses were carried out using Student’s #-test. Means for a
considered parameter and a cultivar were not significantly different
when marked by the same letter (P=0.05).

contents in prunings. Similarly, in PN the parameters of
sexual reproduction could be correlated to starch or to
fructose contents in prunings, with »2 ranging between
0.8108 and 0.9876 (Table 1). In the 3 tested cvs., sucrose,
glucose and the total carbohydrates could be only poorly
correlated to the various parameters reported in this study.
analysis. A 5% probability was considered significant.

Discussion

The perturbation of the carbon balance in grapevine from
veraison by total leaf or grape removal affects the
restoration of reserves in perennial organs and next
influence the intensity of sexual reproduction afterwards 1
rwards by modifying the number of inflorescences, as well

as the number of flowers per inflorescence and the seed set.

Carbohydrate storage occurred mainly from veraison to
leaf senescence

The total defoliation (R- treatment) at veraison causes
various effects on wood carbohydrate concentrations.
Indeed, a 2-fold decrease of starch content in the wood
occurs whatever the cv. and the number of treatments,
meaning that most of carbohydrate reserve restoration
takes place after veraison. This further indicates that the
intensity of sink strength in the whole plant considerably
increases at veraison, due to both the accumulation of
sugars in the ripening berries (Bennett et al., 2002) and to
the restitution of reserves (Zapata et al., 2004a, b).
Contrarily to previous study claimed from work performed
on the Chardonnay cv. (Bennett et al., 2002), starch storage
is not completed at veraison since the impact of R-
treatment induces a significant decrease of starch levels in
vines. In plants, low sugar concentrations stimulate
photosynthesis, enabling to compensate the lack of
nutrients (Koch, 1996). In this optic, grapevine is able to
partially compensate temporary lack of reserve
mobilisation or defoliation by increasing photosynthetic
capacity of the remaining leaf area (Scholefield et al.,
1978; Boucher et al., 1987; Layne and Flore, 1995) or by
stimulating the existing leaves to function more efficiently
(Candolfi-Vasconcelos and Koblet, 1990, 1991; Petrie et
al., 2000). Indeed, it has been shown that a stress caused by
a reduction of the source to sink ratio could be
compensated by an increase of photosynthesis efficiency of
the remaining leaves (Candolfi-Vasconcelos and Koblet,
1990). Nevertheless, partial defoliation within the same
year was enough to decrease starch content in trunks or
leaves (Koblet et al., 1994; Tartachnyk and Blanke, 2004)
but it has poor influence during the following year
(Scholefield et al., 1978; Howell et al., 1994; Bennett et
al., 2002).

Total fruit removal (R+) at veraison did not result in
higher starch accumulation in prunings. However, previous
studies have shown that fruit removal generates an increase
of starch levels in apple (Gucci et al., 1991; Wibbe and
Blanke, 1995; Tartachnyk and Blanke, 2004) and grape
leaves (Chaumont et al., 1994). The temporary increase of
starch content in leaves could be explained by the lower
needs of photoassimilates in the whole plant caused by the
removal of the sink fruits (Hansen and Ryugo, 1979;
Wibbe and Blanke, 1995). Indeed, the loss of sink
increases leaf carbohydrate accumulation and induces a
subsequent feedback inhibition of photosynthesis (Gucci et
al., 1991; Tartachnyk and Blanke, 2004) preventing an
additional accumulation of sugars in the wood.
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Flowers Berries Fruit set Seeds Bunches 52:;}11 \:Z:;}e“
Table 1. The relationships
between carbohydrates in  Swrch CH 0.8097 0.7749 0.5830 0.6492 0.8612 0.6976 0.7796
winter prunings (starch, PM 0.8253 0.9495 0.8820 0.8163 0.8041 1 0.999
sucrose, glicose, fructose and PN 0.8709 0.8442 0.5502 05673 0.5647 0.9856 0.9876
total carbohydrates) and the
vield components for the three — 5% CH 0.2009 0.1712 0.1635 0.1534 0.0403 0.9370 0.8842
cultivars Chardonnay (CH), PM 03856 0.2449 0.0391 0.0002 0.1491 00116 0.0062
Pinot Meunier (PM) and Pinot PN 0.0041 0.0004 0.327 0.0087 0.0058 0.5104 0.5015
noir (PN), considering the two
. Glucose CH 0.2893 0.4055 0.0637 0.6514 0.3300 0.5794 0.4863
treatments at veraison (total
defoliation R- and total fruit PM 0.0502 0.1317 0.6133 0.4262 02625 0.4866 0.4575
removal R+) and the control PN 0.3389 0.4085 0.6126 0.2010 0.0608 05397 0.5486
Co).
(Co) Fructose CH 0.6059 0.7836 0.9231 0.8776 0.7536 0.9511 0.9031
Each table data is the 7 of the PM 0.0680 0.0275 0.0698 0.0015 0.0018 0.0002 0.0002
relation  between the two PN 0.6056 0.7200 0.8108 04914 0.1922 0.7645 0.7720
considered parameters.
Total CH 02465 0.1481 0.0631 0.0849 0.0563 0.7510 0.8270
Carbohydrates ~ PM 05274 0.5960 0.6810 0.3857 0.5061 0.5453 05162
PN 02958 0.2549 0.0578 02644 0.0806 0.8567 0.8504

Impact of treatments on inflorescence initiation and
flower abscission

In the three tested cultivars, total defoliation at veraison
significantly affects the intensity of flowering by
decreasing both the number of inflorescences per plant and
the number of flowers per inflorescence. Carbohydrate
supply represents a key point for the achievement of the
reproductive process from floral evocation, throughout
flower development and next during fruit setting (Aloni et
al., 1997; Gémez-Cadenas et al., 2000; Hicke et al., 2002;
Ruiz et al., 2001). In grapevine, uncommitted primordium
in the latent bud develops into inflorescence primordium
within the year preceding the emergence of the bunch
depending on both varietal and environmental conditions
(Srinivasan and Mullins, 1981; May, 2000; Boss et al.,
2002; 2003). At this period, an adequate supply of
assimilates is essential for maximum flower development
(Candolfi-Vasconcelos and Koblet, 1990). Our results
indicate that the deficiency of carbon nutrients by leaf
removal at veraison generates a reduction of bunch
number. This suggests that carbon nutrition after veraison
is determinant for the quantitative transition from
uncommitted to inflorescence primordium, thus
influencing the number of inflorescence the following year.
Similarly, total defoliation at full bloom 1 and 2 weeks
after induces a 3-fold decrease bud burst during the
following season (Candolfi-Vasconcelos and Koblet,
1990). So, defoliation from full bloom to veraison had
impacts on the current and the following year of treatment
revealed by the decrease of 1/ the formed bud number
during current summer and 2/ the bud burst the following
spring. Defoliation stress cannot be totally recovered
during the current year even if this treatment is followed by
one season of normal cultural practice because the flower

initiation occurs at previous summer (Candolfi-
Vasconcelos and Koblet, 1990).

The number of flowers per inflorescence is also
affected by the perturbation of the carbon balance. In
woody plants, inflorescences develop during early spring,
competing with young non-photosynthetic leaves for
reserve nutrients from wood (Finazzo et al., 1994). Our
results show that available carbohydrates are significantly
lower in R- treated plants, which decreases the number of
flowers per inflorescence. This demonstrates that the
development of flowers in grapevine is highly dependent
upon the reserves accumulated in the perennial organs
(Zapata et al., 2004a; Lebon et al., 2004; 2005b).
Nevertheless, the fertility of the remaining flowers in
treated plants is comparable to the one in the control since
the fruit and seed sets are not significantly different. These
data suggest that the whole plant is able to integrate the
amount of available reserves devoted to reproduction and
adjusts the number of initiated inflorescences and flowers
according to. This conclusion is supported by previous
assumption that carbohydrate reserves are only sufficient
for flowering and fruit set in grapevine (Candolfi-
Vasconcelos and Koblet, 1990). However, others have
demonstrated that carbohydrates source from current
photosynthesis controls fruit set (Caspari et al., 1998), and
that berry growth was highly dependent on current
photosynthate supply and unaffected by carbohydrate
reserve stress (Bennett et al., 2002).

Moreover, the total defoliation results in the significant
decrease of carbohydrate reserves, number of
inflorescences per plant and number of flowers per
inflorescence, which finally induces a yield reduction the
year after. Indeed, total defoliation at harvest time of
Sultana Chardonnay vines decreased the yield (kg per vine)
by 25 to 50% according to the year (Scholefield et al.,
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1978). Similarly in Chardonnay, removing 75% of leaves 4
and 8 weeks after bloom significantly decreases the
number of flowers per inflorescence, the number of berries
per bunch, the cluster weight and the vine yield the
following year (Bennett et al., 2002). Altogether, these
results clearly show the importance post-bloom period for
the next year flowering and yield. In grapevine (Vitis
vinifera L.), inflorescence initiation occurs during the
summer of the previous season (Srinivasan and Mullins,
1981; May, 2000; Boss et al., 2003). If this mechanism is
perturbed by carbohydrate starvation, the efficiency of
flowering will be affected the following year.

Impacts of treatments during two consecutive years

Impact of R+ treatment on carbohydrate levels in one-year
canes and on flowering parameters exhibited no major
differences after one and two years of treatments. The
reserve restoration was not enhanced by R+ treatment,
likely because of a feedback regulation of photosynthesis.
Indeed, fruit removal reduces CO2 assimilation in some
species due to a lack of sink activity (Gucci et al., 1991;
Wibbe and Blanke, 1995; Iglesias et al., 2002; Tartachnyk
and Blanke, 2004). These results show that the control
practice permits to have the most successful source/sink
ratio leading to the optimal flowering and yield the year
after.

Besides, a second successive R- treatment does not
emphasize the decrease of starch reserves, flowering and
yield parameters. These results show that the minimal
levels of starch and carbohydrates are obtained after one
severe defoliation treatment. The photosynthesis during the
following year of treatment 1 nt is not modified by the
previous R- treatment (data not shown), showing that the
low level of reserves due to defoliation does not induce
compensating higher photosynthesis the following year.
Therefore, the impact of veraison defoliation has maximal
effect when performed once.

Relations between carbohydrate contents in prunings
and efficiency of sexual reproduction

Reliable relationships can be established between the
amount of carbohydrates and various traits of sexual
reproduction reported in this work. In particular our data
show that fruit set can be correlated to starch content of
prunings in PM and to fructose level in CH and PN.
Similarly previous works have shown that fruit set is
correlated to the amount of sugars supplied by current
photosynthesis (Hunter and Visser, 1990; Caspari et al.,
1998; Bennett ef al., 2002).

The estimation of the plant capacity to produce flowers
and fruits is an important matter for grapevine growers. Up
to now, correlations were described between starch content
in the winter roots and the efficiency of reproduction
during the following annual cycle (Bennett et al., 2002).

Using the concentration of carbohydrates in the woody
organs (winter prunings) of grapevine, it is thus possible to
predict in winter time the reproduction potential of the
plant and subsequently to estimate the yield during the
following year. However, such prediction should be
understood as the maximum of flowering that might be
obtained under optimal climate since the development of
the flowers is also dependant on the environmental
conditions (Boss ef al., 2003).

Conclusion

From the onset of veraison, the supply of photoassimilates
is essential for berry ripening and the formation of
inflorescence primordia that will develop the year after.
Total defoliation significantly reduces the amount of
reserves in trunks and subsequently affects the
achievement of sexual reproduction. These conclusions
demonstrate that the reproduction in grapevine is at least
partly regulated by the amount of carbohydrate reserves
accumulated from the onset of veraison. It is further
possible to estimate the plant reproductive potential
determining the concentration of starch and sucrose in the
winter prunings.
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Les travaux exposés dans cet article confirment que la mise en réserve des glucides a

partir de la véraison de I’année ,, influe sur la floraison de I’année ;.

Chez les 3 cépages champenois, la mise en réserve des glucides a principalement lieu de
la floraison a la sénescence des feuilles (Scholefield er al. 1978). Ces résultats montrent
I’importance des feuilles apres les vendanges. En effet, leur photosynthése, bien qu’elle ne
soit plus nécessaire au développement des baies, produit des photoassimilats mis en réserve
sous forme d’amidon dans les racines et les tiges (Eifert ef al. 1960 ; Bouard 1966 ; Bates et
al. 2002 ; Zapata et al. 2004a). Ces réserves seront alors utilisées du débourrement a la
floraison I’année suivante (Scholefield ef al. 1978 ; Bates et al. 1998 ; Huglin et Schneider
1998 ; Zapata 1998 ; Zapata et al. 2004a, b). Il est donc nécessaire de laisser les feuilles sur
les vignes jusqu’a leur chute afin de permettre une mise en réserve maximale d’amidon dans

les racines et les bois.

De plus, la floraison normale est dépendante d’une quantité suffisante de réserve
amylacées. En effet, une mise en réserve déficiente (induite par le traitement O feuille)
provoque une diminution significative de ’initiation des inflorescences et une augmentation
de I’abscission des fleurs. En effet, le nombre de grappes (donc d’inflorescences) et le nombre
de fleurs par inflorescences décroissent chez les vignes dont les réserves amylacées sont
faibles. Au final, ces parameétres induisent une diminution significative du rendement. La
photosynthése des feuilles et des inflorescences lors de I’année ,; n’est donc pas suffisante
pour compenser une déficience des réserves. Ainsi, les réserves amylacées influenceraient le
nombre d’inflorescences et le nombre de fleurs, alors que les photoassimilats issus de la
photosynthése interviendraient pour le développement des baies (Bennett et al., 2002).

Ensuite, le contrdle utilisé lors de notre étude est une coupe Chablis normale. Lors de
nos expérimentations, 1’égrappage a été réalisé pour augmenter la quantité de réserves
amylacées dans les racines et les bois. Cependant, aucune différence n’a été observée entre le
controle et le traitement R+ probablement a cause d’un possible manque de puits nutritionnels
di a I’absence de grappes. Ainsi, le contrdle (taille Chablis) semble étre le compromis
optimum pour une mise en réserve maximale de 1’amidon grice a un nombre de puits
(grappes) suffisant. La photosynthése survient alors aux besoins glucidiques de la plante

(développement des baies et mise en réserve de 1’amidon).
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Enfin, les résultats obtenus lors de ces travaux ont permis d’établir une corrélation entre
la quantité de glucides présents dans les bois et les différents paramétres de floraison. Ainsi,
cette étude doit étre répétée encore une année afin d’offrir aux viticulteurs un outil de
prédiction de récolte simple et précoce. En effet, ce dernier pourra prédire sa récolte grace a

un simple dosage de glucides dans les bois de taille.

Dans cette partie sur les expérimentations sur la vigne, nous avons tout d’abord optimisé
le mod¢le bouture fructifére (Lebon et al. 2005¢). Nous avons ainsi observé et comparé le
développement des structures reproductrices et I’évolution de leurs teneurs en amidon dans
les inflorescences issues de boutures fructiféres et du vignoble (Lebon et al. 2005¢). Pour ces
criteres, le modele ‘bouture fructifére’” est un modele fiable permettant des expérimentations
tout au long de I’année. De plus, I’étude des relations source/puits sur ce modele a montré que
les feuilles sont les puits majoritaires chez la vigne alors que les inflorescences sont des puits
intermédiaires et les racines les puits minoritaires (Lebon et al. 2005d). Cette étude a aussi
montré que 1’évolution et les valeurs des teneurs en glucides différaient entre les
inflorescences issues de boutures et celles du vignoble (Lebon et al. 2005d). Le mod¢le
““bouture fructifére’’ est donc fiable pour les études portant sur le développement des
structures reproductrices, mais ne semble pas étre adapté a 1’étude du métabolisme glucidique
des inflorescences pour laquelle il différe trop des résultats obtenus au vignoble (Lebon ef al.
2004).

Enfin, les expérimentations réalisées au vignoble ont montré I’importance de la mise en
réserve des glucides a partir de la véraison de I’année ,, sur la floraison de ’année ,+; (Lebon
et al. 2005¢). De plus, cette étude a mis en évidence une relation entre les teneurs en glucides
dans les bois et les parametres de la floraison : cette relation est un outil de prédiction des

récoltes solide facilement exploitable par les viticulteurs.
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Les résultats obtenus lors de cette thése montrent qu’il existe de nombreux critéres de
différenciation entre un cépage sensible a la coulure (GW) et un cépage peu sensible (PN). De
plus, I’optimisation du protocole d’obtention des boutures fructiféeres a permis de mieux
appréhender les relations source/puits au niveau des inflorescences de vigne lors de leur
développement, donc la compétition entre les organes végétatifs (feuilles, racines et tiges) et
reproducteurs (inflorescences). Enfin, I’expérimentation mise en place sur les 3 cépages
champenois a mis en évidence I’importance de la mise en réserve lors de 1’été , sur la

floraison de 1’été 4. Ces études ont ainsi permis de répondre a plusieurs questions.

1. Quelles différences existent-ils entre un cépage sensible a la coulure (GW) et

un cépage peu sensible (PN) au vignoble ?

Les ¢études que nous avons menées sur le GW et le PN au vignoble ont montré des
différences majeures de développement des structures reproductrices et de physiologie des

glucides entre ces deux cépages.

Au vignoble, le développement des structures reproductrices varie entre le GW et le PN.
En effet, les structures reproductrices males et femelles de PN se développent plus
précocement que celles de GW. Les deux cépages étudiés sont cultivés dans la méme parcelle,
c’est-a-dire que les facteurs non contrdlables intervenant sur le développement des structures
reproductrices sont identiques pour le GW et le PN. Les différences observées dans le
développement des structures reproductrices sont donc liées aux caractéristiques propres a
chaque cépage. Habituellement, la classification de Baggiolini (1952) ou celle d’Eichhorn et
Lorenz (1977) sont utilisées pour déterminer le stade de développement des inflorescences de
vigne. Cependant, ces classifications sont uniquement basées sur des critéres morphologiques
externes et le développement des structures reproductrices n’est pas pris en compte. Notre
¢tude montre que les critéres externes ne sont pas des marqueurs de 1’état de développement
des structures reproductrices : le développement phénologique des inflorescences est en
effet identique entre le GW et le PN alors que le développement de leurs structures
reproductrices est différent. Or, seul ce critére indique réellement 1’état de développement
des organes reproducteurs. Il ne faut donc plus se baser uniquement sur les classifications de
Baggiolini (1952) ou d’Eichhorn et Lorenz (1977), mais connaitre également le stade de

développement des structures reproductrices avant de comparer des cépages.
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De plus, le contenu glucidique des inflorescences différe entre les deux cépages. Les
différences majeures dans les teneurs en glucides des inflorescences de GW et PN sont
détectées entre les stades 12 et 17, durant les méioses polliniques et ovulaires. Bien que les
teneurs en amidon sont plus ¢€levées dans les inflorescences de GW, les ovules de PN
contiennent de 1’amidon durant tout leur développement alors que les ovules de GW n’en
possedent qu’a partir du stade 17. Chez de nombreuses espéces comme 1’abricot, la présence
d’amidon dans les ovules conditionne la formation de 1’ovule et son développement (Rodrigo
et Herrero 1998). L’amidon est donc indispensable dans les tissus femelles pour le devenir de
I’ovule (Rodrigo et al. 2000 ; Jean et Lapointe 2001 ; Ruiz ef al. 2001). La présence d’amidon
dans les ovules de PN pourrait ainsi contribuer donc a une sensibilité moindre de ce cultivar a
la coulure. L’ensemble de ces résultats montre que le contenu glucidique des inflorescences
des deux cépages semble étre le résultat d’un métabolisme glucidique différent entre le

GW et le PN.

Par ailleurs, les activités des enzymes du métabolisme glucidique sont cohérentes avec
les variations des teneurs en glucides des inflorescences et les différences observées entre les
2 cépages (Lebon ef al. 2004). Ainsi, les fluctuations d’amidon dans les inflorescences des
deux cépages sont dues a I’activité enzymatique de I’a- et de la B-amylase. En effet, I’activité
B-amylase explique les variations d’amidon au début du développement des inflorescences,
puis I’activité a-amylase induit les changements de teneurs en amidon jusqu’a la nouaison.
Les deux cépages différeraient dans leur métabolisme lié¢ 4 I’amidon, ce qui expliquerait les
variations de ses teneurs dans leurs inflorescences. Plus particuliérement, les dissemblances
de teneurs en amidon observées entre les deux cépages du stade 15 au stade 17 sont la
conséquence d’un métabolisme glucidique différent entre le GW et le PN. De plus, il est a
noter que la régulation des teneurs en glucides dans les inflorescences est principalement due
aux enzymes de dégradation. Les concentrations en glucides seraient donc le résultat d’un
feedback métabolique. L’évolution des teneurs en glucides (glucose, fructose, saccharose
et amidon) dans les inflorescences est donc le résultat d’un métabolisme glucidique

différent entre le GW et le PN, notamment entre les stades 15 et 17.

Enfin, la photosynthése des feuilles et des inflorescences (puis des grappes) de GW et
de PN est différente au cours du développement floral. L’évolution de 1’assimilation de CO,
des feuilles montre une inversion entre les stades 15+2 jours et 15+8 jours. A cette période, la

photosynthese nette des feuilles de PN devient supérieure a celle des feuilles de GW alors
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Figure 29. Mod¢le d’explication de la sensibilité différente a la coulure du Pinot noir et du Gewurztraminer.

Ce modeéle est basé¢ sur la disponibilité en nutriments de la vigne. Les courbes rouges représentent le
Gewurztraminer et les courbes bleues le Pinot noir, alors que les fléches indiquent la transition entre la mobilisation
des réserves et I’assimilation des photoassimilats des 2 cépages.

@ quantité normale de réserves disponibles ; @ faibles quantités de réserves disponibles ; @ reprise normale de
I’assimilation ; @ reprise ralentie ou tardive de 1’assimilation.

Lors d’un stress a une période spécifique (voir graphe), les ovules de PN ont déja subi leur méiose et la plante est
autotrophe alors que les ovules de GW sont au stade cellules-mére de macrospores et que la plante est encore
dépendante de ses réserves amylacées. Ainsi, les ovules de PN ont déja passé I’étape critique et sensible de leur
développement, mais pas celles de GW. Ceci pourrait expliquer la plus grande sensibilité a la coulure du GW par
rapport au PN car les ovules de GW doivent encore subir leur méiose. Dans tous les cas, la coulure semble étre la
conséquence d’un ensemble de parameétres développementaux (méiose ovulaire tardive), métaboliques (transition
mobilisation des réserves/photosynthése tardive due a un métabolisme glucidique différent et a une photosynthése
différente des feuilles et des inflorescences) et environnementaux (mauvaises conditions climatiques avant ou
pendant la méiose ovulaire).



tel-00011670, version 1 - 22 Feb 2006

Conclusions 118

qu’auparavant, les feuilles de GW assimilaient plus efficacement le CO,. En effet, la
conductance stomatique régule la photosynthése nette des feuilles de GW et de PN.
Cependant, chez le PN uniquement, la teneur en chlorophylles totales intervient aussi dans la
régulation de 1’assimilation de CO, des feuilles. De plus, tous les changements de
photosynthése interviennent entre les stades 15+2 jours et 15+8 jours. Or, la méiose ovulaire
du PN se déroule entre ces stades : ceci montre que de nombreux changements
développementaux et physiologiques ont lieu a cette période. De plus, la photosynthése des
inflorescences est différente entre les deux cépages jusqu’a la nouaison. A ce stade,
I’assimilation de CO; de cet organe devient nulle. Les glucides nécessaires au développement
des grappes proviennent donc exclusivement de la photosynthése des feuilles et de la
mobilisation des réserves. Les grappes sont par conséquent totalement dépendantes des
feuilles, des bois et des racines pour leur nutrition. Leur développement n’est cependant
possible que si elles attirent suffisamment de nutriments des organes sources. Les grappes
doivent donc capter des nutriments aux dépens des pousses en croissance et de la mise en
réserve. Ceci explique que, chez la plupart des espéces végétales, les grappes sont les puits

majoritaires (Ho 1988).

Chez la vigne, de nombreux éléments interviennent dans le mécanisme de la coulure
dont les teneurs en azote (Paczek 2002) ou en polyamines (Colin 2000). Parmi les causes
probables expliquant la différence de sensibilité a la coulure du GW et du PN, les facteurs
physiologiques (développement des structures reproductrices, métabolisme glucidique,
photosynthése des feuilles et des inflorescences) semblent étre caractéristiques de chaque
cépage peu avant I’anthése ainsi que les conditions environnementales (Fig. 29). En effet,
durant la période comprise entre les stades 15 et 17, le développement des structures
reproductrices et des changements physiologiques se déroulent dans les inflorescences de
vigne. A cette période, la méiose ovulaire a lieu chez les deux cépages. Cette période est une
étape trés sensible aux stress environnementaux qui peut provoquer [’avortement des
ovules. Dans ce cas, la présence d’amidon dans les ovaires de PN et son absence dans celles
de GW expliquerait la sensibilité moins importante du PN par rapport au GW : la présence
d’amidon dans les tissus femelles est en effet indispensable au développement normal de
DPovule. De plus, a cette méme période, le métabolisme glucidique des inflorescences de GW
est différent de celui des inflorescences de PN. En effet, les inflorescences présentent des
teneurs en glucides solubles (glucose et fructose) supérieures a celles observées dans les

inflorescences de GW : la plus grande disponibilité de ces sucres solubles du PN a
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Tableau 10. Développement des structures reproductrices males et femelles du Gerwurztraminer et du Pinot noir au vignoble et avec le modéle
bouture fructifére (BF) (Lebon et al. 2005c¢).

Les fleches symbolisent les méioses.

A archéspore ; CMm cellule mére de microspore ; CMM cellule mére de macrospore ; CMSE cellule mére du sac embryonnaire ; CS cellules sporogénes ;
GPM grain de pollen mature ; JGP jeune grain de pollen ; m microspores ; mV microspores vacuolisées ; SE sac embryonnaire ; T tétrades ; TS tissu
sporogene.

Stades de Vignoble 15+2 jours 15+8 jours

développement BF 12 = 15+1 jour 15+3 jours i 2
ﬁgl’ec;“’es aw vignoble cs CMm l T m mv GPM
BF cs CMm l T mv GPM

PN vignoble Cs l T m mV JGP JGP

BF cs l T m JPG JepP

f;;‘;ﬁ:’:s e vignoble TS TS CMM CMM l CMSE SE
BF TS TS A CMM l SE

PN vignoble TS A CMM l_ CMSE SE SE

BF TS A CcMM l SE SE
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Papproche de ’anthése expliquerait sa tolérance a la coulure. Ensuite, a cette période clé
du développement des structures reproductrices femelles, les concentrations en glucides
dans les inflorescences différent entre les deux cépages a cause de leur métabolisme
glucidique. En effet, les concentrations de glucides dans les inflorescences des deux
cépages sont le résultat de régulations différentes. Enfin, entre les stades 15 et 17, la
Pphotosynthése nette des feuilles s’inversent entre les feuilles de GW et les feuilles de PN,
qui présentent alors une assimilation de CO; supérieure a celle des feuilles de GW. Pendant
la méiose ovulaire, ’apport en photoassimilats des feuilles aux inflorescences est donc
supérieur chez le PN, ce qui expliquerait la meilleure tolérance de ce cépage contre les
stress environnementaux.

L’ensemble de ces différences sont cohérentes avec une tolérance a la coulure plus

importante chez le PN.

2. Le modéle bouture fructifére est-il un bon modele d’étude ?

Le modele bouture fructifére a été choisi et optimisé car il permet le développement des
organes végétatifs (racines, feuilles, pousses) et reproducteurs (inflorescences puis grappes).
De plus, ce modéle se rapproche davantage de la plante au vignoble que les plants cultivés
in vitro (qui ne donnent pas d’inflorescences) et est moins contraignant que les plantes en pot.
Les boutures fructiféres ont-elles cependant le méme comportement que les plantes au
vignoble pour les critéres de différenciation entre les cépages plus ou moins sensibles a la

coulure ?

Tout d’abord, le développement des structures reproductrices males et femelles est
quasi-identique chez les fleurs provenant de boutures fructiféres et chez celles provenant du
vignoble (Tableau 10). La méiose pollinique a lieu entre les mémes stades dans les fleurs au
vignoble et dans celles du mod¢le bouture fructifére. En effet, elle se déroule entre les stades
12 et 15 chez le PN et entre les stades 15 et 15+1 jour et 15+2 jours chez les fleurs de GW
avec le modele boutures fructiféres et au vignoble. La précocité de la méiose chez le PN est
donc respectée avec le modeéle bouture fructifére. La méiose ovulaire est décalée entre les
fleurs du vignoble et celles obtenues par bouture fructifére. Ainsi, chez les deux cépages, elle
est plus tardive chez les fleurs issues de boutures fructiféres. La méiose ovulaire a donc lieu
entre les stades 15+2 jours et 1548 jours et entre les stades 15+3 jours et 17 chez le PN au

vignoble comme dans les boutures fructiferes. Chez les fleurs de GW au vignoble et des
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boutures fructiféres, elle se déroule entre les stades 15+8 jours et 17 et entre les stades 17 et
21. Ainsi, comme au vignoble, la méiose ovulaire a d’abord lieu chez le PN bien qu’elle soit
plus tardive dans les fleurs de boutures fructiféres. La méiose ovulaire est donc juste décalée
d’un stade de développement entre le vignoble et le modéle bouture fructifére. Pour les deux
cépages, le modéle bouture fructifere respecte la chronologie des méioses pollinique et
ovulaire observée au vignoble, bien que la méiose ovulaire est plus tardive au vignoble

que sur le modele bouture fructifere.

De plus, comme au vignoble, la présence d’amidon dans les ovules est différente entre
les boutures fructiféres des deux cépages. En effet, I’amidon est présent plus tardivement dans
les ovules de GW que dans ceux de PN. Ensuite, les ovules de fleurs du vignoble accumulent
plus précocement de 1’amidon que celles provenant de boutures fructiféres. Néanmoins,
comme au vignoble, I’amidon est visible a un stade plus précoce chez le PN que chez le GW.
L’accumulation et la présence d’amidon dans les ovules est donc plus tardive sur les
boutures fructiféres qu’au vignoble méme si, comme au vignoble, cette accumulation est

plus précoce chez le PN que chez le GW.

Ensuite, les mesures des paramétres relatifs a la floraison montrent que les données
obtenues avec le modele bouture fructifére sont identiques a celles obtenues au vignoble. En
fait, le nombre de baies par grappe, le nombre de pépins par baie et le pourcentage de
nouaison sont identiques entre le modéle et le vignoble. Cependant, les inflorescences des
boutures fructiféres contiennent statistiquement plus de fleurs que celles issues du vignoble.
Dans leur ensemble, les parametres liés a la floraison sont identiques entre le modéle

bouture fructifére et le vignoble, excepté le nombre de fleurs par inflorescence du PN.

De plus, I’évolution des teneurs en glucides dans les inflorescences différe entre le
vignoble et les boutures fructiféres. En effet, les concentrations en glucides (amidon,
saccharose, glucose et fructose) chutent fortement durant les 2 premiers stades du
développement des inflorescences quelque soit le traitement appliqué aux boutures fructiféres.
Ces diminutions ne semblent pas spécifiques d’un cépage car le GW et le PN les subissent.
Ensuite, peu de différences apparaissent entre le GW et le PN, notamment lors de la méiose
ovulaire. Cette observation différe fortement des résultats obtenus au vignoble ou des
différences significatives entre les cépages apparaissent au moment de la méiose ovulaire

pour ’amidon, le saccharose, le glucose et le fructose (Lebon et al. 2004). La composition
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glucidique différente dans les inflorescences de GW et de PN sont capitales car elle représente
au moins un élément d’explication de la sensibilité différentielle des cépages a la coulure. Ces
différences peuvent s’expliquer par 1’absence de racine dans lesquelles 1’amidon est
majoritairement stocké (Eifert et al. 1960 ; Bouard 1966 ; Bates et al. 2002 ; Zapata et al.
2004a). En effet, contrairement aux plantes cultivées au vignoble, les boutures ne possedent
pas de réserves au niveau des racines car elles en sont dépourvues au moment de la mise en
pot. Le systéme racinaire se développe en effet progressivement apres la mise en pot. Ainsi,
peu avant le débourrement, I’amidon apporté aux différents organes de la bouture fructifére
viens uniquement des réserves du bois. Les boutures fructiféres ne semblent donc ne pas
étre un modéle fiable pour I’étude des glucides présents dans les inflorescences.
L’absence de racines exportatrices d’amidon induit en effet des teneurs différentes en

glucides de celles observées au vignoble.

Les boutures fructiféres peuvent étre utilisées comme modéle simplifié de la vigne
pour étudier certains paramétres. En effet, ce modéle est fiable pour ’observation du
développement des structures reproductrices mdles et femelles. Ainsi, les boutures
représentent un avantage certain par rapport au vignoble car elles permettent d’étudier les
structures reproductrices toute I’année et non pas seulement en été. L’analyse de ces
structures ne peut se faire qu’a partir de matériel frais et ne peut donc pas étre reporté
quand ce matériel provient du vignoble. Avec le modéle bouture fructifere, les différents
stades de développement des structures mdles et femelles peuvent étre obtenus toute
’année. De plus, la floraison peut étre étudiée a partir de ce modéle car les données
agronomiques sont identiques a celles du vignoble. Ainsi, les nombres de fleurs par
inflorescence, de baies par grappe, de pépins par baie et le taux de nouaison obtenus avec
les boutures fructiféres sont semblables aux données obtenues au vignoble.

Cependant, I’étude de la présence d’amidon dans les ovules ne peut étre réalisée avec
le modeéle bouture fructifére. En effet, ’accumulation d’amidon dans ces structures differe
selon que D’étude ait été effectuée a partir de fleurs provenant du vignoble ou de fleurs
issues de bouture fructifére. Enfin, le métabolisme glucidique des inflorescences ne peut
étre appréhendé de maniere identique au vignoble et avec les boutures fructiféres. En effet,
les boutures sont dans ce cas un modeéle trop simplifié¢ : les boutures ne possédent en effet
pas de racines au début de leur développement. L’apport d’amidon aux inflorescences peu

avant le débourrement n’est donc pas possible et provoque des différences majeures de
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Mise en réserves des glucidiques lors de I'année :

- Reprise du développement des structures
végétatives et reproductrices peu avant le
débourrement de I'année .,
- Détermination du nombre de fleurs par
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- Nouaison de I'année 4

- Développement des fruits de I'année .,
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Figure 30. Cycle annuel de I’évolution de la teneur en amidon dans les parties pérennes et de la
photosynthése chez la Vigne. Importance relative de ces 2 paramétres sur le développement des

organes reproducteurs et des baies.

La courbe bleue représente la teneur en amidon dans les parties pérennes et la courbe verte la photosynthése.
Les barres bleue et verte indiquent 1I’importance relative des réserves glucidiques et de la photosynthése

Floraison

Méioses ovulaires

dans le développement des organes reproducteurs et des baies.

Plus précisément, par rapport aux travaux de Zapata (1998), la transition hétérotrophie/autotrophie a lieu
avant la floraison autour de la période de méiose des ovules. Les réserves glucidiques jouent un role
important dans la détermination du nombre d’inflorescences et du nombre de fleurs par inflorescences alors
que ’assimilation photosynthétique interviendrait pour la nouaison et le développement des baies (Schultz

et al. 1996 ; Bennett et al. 2002).
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teneurs en amidon, saccharose, glucose et fructose entre les inflorescences issues de

bouture fructifere et celles issues du vignoble.

Les boutures fructiféres sont donc un modeéle simplifié fiable d’étude de la floraison
chez la vigne. Cependant, lutilisation de ce modéle pour des expérimentations nécessite
une étude préalable des similitudes et des différences de chaque paramétre obtenu au

vignoble et avec ce modeéle.

3. Quelle est I’influence de la mise en réserve des glucides lors de ’année , sur la

floraison de I’année 1 ?

L’¢étude de la mise en réserve et de I’impact de ces réserves sur la floraison menée au

cours de 2 années successives a mis en évidence leur réle primordial sur la floraison.

Tout d’abord, les glucides sont trés fortement mis en réserve a partir de la véraison
jusqu’a la sénescence (Lebon ef al. 2005¢). Contrairement aux conclusions d’une étude menée
sur le Chardonnay (Bennett e al. 2002), la mise en réserve des glucides dans les bois n’est
pas compléte a la véraison. I1 est donc important pour les viticulteurs de laisser les feuilles sur
les plants de vigne apres les vendanges. En effet, méme si I’assimilation du CO, est moins
importante apres la véraison que durant I’ét€ (Stoev 1952 ; Schultz ez al. 1996 ; Bertamini et
Nedunchezhian 2003b), I’absence des grappes, et donc des puits majoritaires, permet aux
photoassimilats de restaurer la quantité de réserves glucidiques nécessaires a la reprise du
développement des structures végétatives et reproductrices peu avant le débourrement (Bates
et al. 1998 ; Zapata 1998 ; Zapata et al. 2004a, b). Comme nous 1’avons vu précédemment, les
réserves glucidiques sont importantes car elles sont les seules sources de glucides avant que la
photosynthese soit exportatrice et que la plante soit autotrophe. Ainsi, plus une plante
accumulera de réserves glucidiques lors de I’été de 1’année ,, plus la transition
hétérotrophie/autotrophie pourra avoir lieu tardivement lors de 1’année ,:; sans avoir
d’incidence sur la floraison. La photosynthese aprés la véraison de I’année ,, est nécessaire
a la plante pour la restauration de ses réserves glucidiques qui seront utilisées durant la

reprise du développement végétatif et reproducteur ’année ,+ (Fig. 30).
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Ensuite, la mise en réserve des glucides lors de I’année , influence de nombreux
parametres liés a la floraison. En effet, une faible mise en réserve induit des diminutions
significatives du nombre de fleurs par inflorescence, du nombre de baies par grappe et du
poids des grappes. L’assimilation de CO; lors de 1’année ,+; n’intervient donc pas pour
compenser une mise en réserve insuffisante lors de I’année ,. De plus, les taux de nouaison de
I’année ,+; ne sont pas affectés par la mise en réserve. La vigne est donc capable d’ajuster
le nombre de fleurs, puis de baies, en fonction des teneurs en glucides présentes dans les

bois, montrant les capacités de cette plante a ajuster sa production a ses capacités.

Enfin, I’étude de I’influence de la mise en réserve des glucides lors de 1’année ,, sur la
floraison de I’année ,+1 a permis de mettre en relation les teneurs en glucides dans les bois et
différents parameétres de la floraison. Ainsi, nous avons pu observer que ces parametres
¢taient corrélés les uns avec les autres. Les paramétres de la floraison de I’année 4, (nombre
de fleurs par inflorescence, nombre de baies par grappe, poids de la récolte) peuvent étre
déterminés suite a un simple dosage de glucides (amidon et fructose) dans les bois de coupe
durant I’hiver. Cet outil de prédiction des récoltes est donc facile a utiliser et trés précoce.
Cependant, des analyses complémentaires portant sur plusieurs années doivent étre

entreprises afin de parfaire cet outil.

La mise en réserve des glucides a lieu de la floraison jusqu’a (la sénescence et) la
chute des feuilles. De plus, a partir de la véraison, la photosynthése joue un grand role
dans la mise en réserve des glucides puisqu’une grande partie de ces réserves sont
accumulées a partir de cette période (Fig. 30). La quantité de glucides mise en réserve lors
de ’année , est importante car elle influence de nombreux paramétres de la floraison de
P’année ,.;. Ainsi, une faible quantité de réserves glucidiques diminuera fortement les
rendements de ’année suivante. Enfin, cette étude a permis d’obtenir un outil précoce de

prédiction des récoltes a partir des teneurs en glucides des bois.
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Les travaux initiés au cours de cette thése ouvrent de nouvelles perspectives de
recherche concernant la floraison chez la vigne, les régulations du métabolisme glucidique
dans les inflorescences et le devenir des photoassimilats et des réserves amylacées dans la

plante.

4. Floraison

L’étude de la floraison et, en particulier du développement des structures reproductrices,
a ¢té réalisée au vignoble durant des campagnes a conditions climatiques standards
(Langellier 2002 ; Langellier et al. 2003). En effet, aucun événement climatique particulier
n’a perturbé nos analyses. Cependant, il est fréquent que des conditions particuliérement
stressantes (froid, sécheresse ou précipitations importantes) surviennent durant la période de
développement des structures reproductrices de la vigne. Ces facteurs environnementaux sont
connus comme influant sur le succeés reproducteur a plusieurs niveaux. Le manque d’eau
affecte ainsi le développement des structures maéles et conduit souvent a leur avortement
(Saini 1997). Chez la féve, cette absence d’eau fait méme avorter I’ensemble de la fleur
(Karamanos et Gimenez 1991). De méme, les basses températures peuvent ralentir le
développement des organes reproducteurs (Ebadi et al. 1995b) et diminuer le taux de
nouaison (Ebadi ef al. 1995a). Ainsi, les gelées tardives sont en général un facteur important
de la perte de production (Addicott et Lynch 1955). Il serait donc intéressant d’étudier
Uimpact de stress environnementaux (sécheresse et basses températures) contribuant a
modifier l'équilibre physiologique de la plante pendant le développement floral. Ces stress
devraient notamment &tre appliqués sur des boutures fructiféres lors des étapes clé¢ du
développement des structures reproductrices que sont les méioses ovulaires et polliniques,
entre les stades 15 et 17. En effet, durant ces phases importantes du développement, les
structures reproductrices sont trés sensibles aux stress environnementaux (Dorion ef al. 1996 ;
Saini 1997). Les stress auraient alors un impact plus important et pourraient mener a
I’avortement de ces structures, et donc a la coulure. Pour ces plantes, il serait intéressant de
trouver un protocole induisant la coulure des fleurs. Ce mod¢le artificiel de coulure servirait
alors tout au long de I’année et permettrait la multiplication des analyses. Chez la vigne, la
coulure des fleurs de boutures fructiféeres a déja été obtenue, mais elle était due a I’application
de composés chimiques tels que les inhibiteurs de synthése de polyamines (Aziz et al. 2001 ;
Aziz 2003) et I’azote (Paczek 2002). En effet, la présence de 2 mM d’o-

difluoromethylarginine (inhibiteur de 1’arginine décarboxylase), de cyclohéxylamine ou de 3-
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hydroxyéthylhydrazine (inhibiteurs de la spermidine synthase et des polyamines oxidases)
dans la solution nutritive alimentant les boutures fructiféres induit une augmentation de
I’abscission de leurs organes floraux peu apres (Aziz ef al. 2001 ; Aziz 2003). Par ailleurs, les
boutures fructiféres cultivées dans un milieu a 1 mM d’azote sous forme de NOs™ présentent
une coulure excessive et celles cultivées dans un milieu a 12 mM se desséchent et se

nécrosent (Paczek 2002).

Les résultats présentés précédemment ont montré I’importance de la mise en réserve
lors de I’année , sur le nombre de d’inflorescences et le nombre le nombre de fleurs par
inflorescence I’année +1 des 3 cépages champenois (Partie 2 - Publication 6). Une étude
récente a montré que des orthologues de génes intervenant dans la floraison
d’Arabidopsis thaliana (LEAFY, APETALAI, AGAMOUS, TERMINAL FLOWERI et
SEPALLATA3) sont présents chez le Riesling (Joly ef al. 2004). L’expression de ces geénes est
méme nécessaire pour I’ontogenese des fleurs car seuls les bourgeons latents qui se
développent en pousses avec inflorescences les expriment. De plus, les variations de teneurs
en glucides dans les méristémes ont un impact direct sur le processus de floraison (Bernier et
al. 1993). Comme la mise en réserve des glucides influe sur le nombre de fleurs par
inflorescences, il serait intéressant d’étudier 'impact des différents traitements appliqués
P’année , (effeuillage total, égrappage total et témoin) sur ’expression des genes
intervenant lors de la floraison ’année ,.;. Cette étude porterait sur les différents stades du
développement floral, du bourgeon d’hiver jusqu’aux fleurs ayant subi la méiose ovulaire
(apres le stade 17). Pour ce faire, la mise au point d’une puce a ADN avec I’ensemble de ces
genes présents chez le Riesling (Joly ef al. 2004) devrait étre entreprise. D’autres puces a
ADN chez la vigne devraient étre utilisées afin d’¢élargir le nombre de génes analysés. Ces
¢tudes permettraient de connaitre 1’expression de chaque géne en fonction des différents
niveaux de mise en réserve. Les résultats attendus de cette étude sont la répression ou
I’induction de I’expression de certains génes en fonction de la quantité de réserve glucidique.
De plus, la localisation de ces protéines au niveau de la fleur serait réalisée par hybridation
in situ lors de son développement. Il est en effet important de connaitre les tissus dans

lesquels sont exprimées les protéines.

Une étude paralléle avec le modéele bouture fructifére devrait étre menée afin de
connaitre plus précisément 1’impact des glucides sur la floraison. L utilit¢ du mod¢le résidera

dans la possibilité d’alimenter les plantes avec des solutions glucidiques dont la composition
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est connue. Les glucides choisis sont le glucose, le fructose et le saccharose car ils sont
majoritaires chez la vigne (Glad et al. 1992). De plus, leur role dans I’initiation de la floraison
est déja trés largement documentée (Bernier et al. 1993 ; Lejeune et al. 1993 ; Levy et Dean
1998 ; Zhou et al. 1998 ; Gazzarrini et McCourt 2001). Les concentrations de glucides
seraient variables afin de connaitre les seuils d’activation et de répression de 1’expression des
genes : dans tous les cas, les concentrations employées seraient comparables a celles qui sont
employées dans d’autres études et varieraient entre 0 et 5%. La aussi, cette étude serait basée
sur une puce & ADN avec les génes LEAFY, APETALAL, AGAMOUS, TERMINAL FLOWERI
et SEPALLATA3 de vigne afin de différencier les différents niveaux d’expression de ces

genes.

5. Régulation du métabolisme glucidique lors du développement floral

Les analyses que nous avons menées au vignoble sur le métabolisme glucidique ont
montré que 1’évolution des teneurs en glucides (glucose, fructose, saccharose et amidon) dans
les inflorescences est le résultat d’un métabolisme glucidique différent entre le GW et le PN
et serait une des causes expliquant la sensibilité différente a la coulure de ces cépages.
Pendant tout le développement des fleurs, ces concentrations sont le résultat d’un équilibre
entre plusieurs processus. Aussi, il serait intéressant d’appliquer divers traitements
chimiques visant a modifier le métabolisme glucidique de la plante pendant le

développement floral.

Plusieurs mécanismes peuvent étre la cible de ces traitements. La photosynthése étant a
la base du métabolisme glucidique, la répression de son fonctionnement devrait étre entreprise
afin de connaitre le role des réserves glucidiques dans la floraison. Tout d’abord, I’application
d’inhibiteurs de photosynthése, comme 1’atrazine qui inhibe la photosynthése au niveau du
photosystéme II en bloquant le transport des électrons et le transfert de 1’énergie lumineuse, a
certaines périodes du développement floral permettrait de connaitre son importance sur la
croissance des inflorescences, puis des grappes. La période comprise entre les stades 15 et 17
devrait étre particulierement étudiée car la photosynthése y devient en effet la source
principale de glucides (Fig. 30). L’inhibition de la photosynthése a ces stades ferait devenir
les réserves amylacées comme seules sources de glucides disponibles pour I’ensemble du

développement, des inflorescences jusqu’aux grappes.
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Dans le but de réduire 1’activité photosynthétique, I’apport exogéne de glucides a la
plante permettrait de modifier la photosynthése. En effet, I’abondance de glucides dans les
cellules inhibe la photosynthése, la croissance et la mise en réserve des glucides via un rétro-
controle négatif (Koch 1996). Déja, quelques genes spécifiques de la vigne codant pour des
protéines impliquées dans la photosynthése et dans le métabolisme glucidique sont connus
(Bézier 2003). Leur utilisation sur une puce a ADN permettrait alors de connaitre les genes
dont I’expression est régulée par les glucides. En parallele a cette étude moléculaire, des
mesures de 1’activité photosynthétique grace au Li-Cor et des teneurs en pigments

photosynthétiques (chlorophylles a et b, caroténoides) devront étre entreprises.

A T’opposé, I’importance de la photosynthése de chaque organe pour son
développement et sa croissance devrait aussi étre étudi¢e. En effet, nous avons montré que les
feuilles et les inflorescences assimilent le CO;, (Lebon et al. 2005b). Cependant, nous ne
savons pas si les inflorescences peuvent se développer uniquement grace aux photoassimilats
qu’elles produisent. L’annulation des pédoncules floraux et des pétioles des feuilles
permettrait de stopper tout apport de glucides via la seve élaborée. Cette technique tres simple
apporterait de nombreuses informations sur les relations sources/puits.

Aussi, I’inhibition du transport des glucides au niveau des feuilles et/ou des
inflorescences devrait étre envisagée grace a des techniques non destructrices. Pour cela,
I’utilisation d’inhibiteurs de transport des glucides, comme la phlorizine (inhibiteur du
transport des hexoses), devrait étre analysée. L’application de telles substances sur les
différents organes permettrait en effet de modifier les apports de glucides aux différents
organes sans induire de stress physiques (contrairement a 1’annulation) (Getz et al. 1987 ;

Stubbs et al. 2004).

De nombreuses activités enzymatiques liées au métabolisme glucidique ont été dosées,
ce qui a montré qu’elles sont la cause des différences de concentrations en glucides des
inflorescences de GW et de PN (Lebon et al. 2005a). Cependant, d’autres enzymes
interviennent en amont de ce métabolisme et y participent. Ainsi, il faudrait doser 1’activité
enzymatique RubisCo (ribulose biphosphate carboxylase/oxygénase). Cette enzyme est en
effet indispensable a la photosynthése car elle seule permet la fixation du CO;
atmosphérique ; sans son action, aucun glucide ne peut étre formé. Ainsi, une faible activité
ou une concentration insuffisante de cette enzyme dans les feuilles provoque une diminution

significative de la photosynthése (Hunter ef al. 1994). De plus, 1’activité enzymatique PEP



tel-00011670, version 1 - 22 Feb 2006

Perspectives 128

carboxylase (phosphoenolpyruvate carboxylase) devrait étre dosée. Cette enzyme est une des
enzymes fixant du carbone suite a la synthése d’oxaloacétate et a la libération de Pi a partir du
PEP (phosphoenolpyruvate) et HCOs  (Izui et al. 2004). Elle permet ainsi le
réapprovisionnement d’oxaloacétate nécessaire a la respiration. Une faible activité de cette
enzyme réduirait voire arréterait la respiration cellulaire, empéchant alors toute production

d’énergie.

L’¢étude des activités enzymatiques n’est pas suffisante pour bien appréhender les
régulations du métabolisme glucidique. Les analyses plus fines de régulation des génes
doivent donc étre entreprises. L’étude de I’expression de certains génes du métabolisme
glucidique semble étre primordiale pour comprendre les mécanismes mis en jeu lors de la
floraison chez la vigne.

L’expression des geénes codant pour les invertases doit étre étudiée durant le
développement de la fleur. En effet, I’activité de ces geénes est trés fortement régulée par les
hexoses (Roitsch et Gonzalez 2004) et ces enzymes interviennent dans de nombreux
mécanismes dont la répartition des glucides dans les différents organes de la plante (Ehness et
al. 1997), le développement des structures reproductrices (Goetz et al. 2001) et les réponses
aux stress (Roitsch et Gonzalez 2004). Par ailleurs, I’a- et la f-amylases jouent un role capital
dans le métabolisme glucidique car elles dégradent I’amidon et permettent ainsi 1’utilisation
des réserves par la plante (Smith ez al. 2003). Aussi, I’activité de ces enzymes présente des
différences significatives entre le GW et le PN. Ensuite, 1’expression du géne codant pour la
PEPcarboxylase et celles des geénes nucléaire et plastidial codant pour la RubisCo devrait étre
analysée car ces enzymes sont a la base du métabolisme glucidique. Il serait de plus
intéressant de connaitre les écarts d’expression de ce géne au niveau des fleurs et des feuilles.
Enfin, la translocation des glucides des organes source vers les organes puits nécessitent le
transport de la forme de transport des glucides, le saccharose. Les transporteurs de saccharose
jouent donc un role prépondérant dans la translocation et I’apport des glucides aux organes
puits (Bush 1999 ; Lalonde ef al. 1999). L’étude de 1’expression et de la régulation des génes
des transporteurs de glucides, et notamment ceux de saccharose, permettrait de mieux

comprendre les relations source/puits entre les différents tissus.
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6. Suivi des photoassimilats et des réserves glucidiques

Les données obtenues lors des expérimentations de cette thése ont montré que
I’assimilation du CO, variait entre les 2 cépages et pourrait expliquer leur sensibilité
différente a la coulure (Lebon ez al. 2005b). De plus, la mise en réserve des glucides est
dépendante de la photosynthése, qui est exportatrice de la floraison a la chute des feuilles
(Stoev 1952 ; Schultz et al. 1996 ; Bertamini et Nedunchezhian 2003b). La photosynthése
semble donc étre un des facteurs centraux de la sensibilité a la coulure. Cependant, le devenir
des photoassimilats n’a pas été étudié lors de cette thése. 11 serait donc intéressant de suivre le
devenir de ces glucides dans la plante au cours du temps grice a 'utilisation de substances
marquées ("CO,) sur des plantes en pot. Actuellement, 1utilisation de tels produits est
largement développée pour mieux appréhender la physiologie de la vigne (Vanden Heuvel et
al. 2002 ; Morinaga et al. 2003). Cette technique semble tout a fait adaptée dans le cadre
d’une étude sur les photoassimilats. Elle permettra ainsi de connaitre la distribution des
produits de photosynthése dans les différents organes reproducteurs et végétatifs de la plante
au cours d’une campagne, et donc I’attractivité de chaque organe en fonction de sa force-
puits. Certaines plantes marquées devront cependant étre conservées 1, 2 ou 3 années
supplémentaires car une partie des photoassimilats est mise en réserve et utilisée les années
suivantes ; il sera donc possible de connaitre la distribution des réserves accumulées lors de
I’année ,,, présents dans les parties végétatives et reproductrices des années ni; et o et la

durée du stockage des réserves glucidiques chez la vigne.

Parallelement a 1’¢tude sur le devenir des photoassimilats, il serait utile de connaitre
DPapport des réserves et leur distribution respective dans les différents organes végétatifs et
reproducteurs au cours du développement floral grice a lutilisation de saccharose e sur
des plantes en pot et/ou sur boutures fructiféres. Le saccharose étant la forme majeur sous
laquelle les glucides sont transportés, un isotope marqué devra €tre utilisé afin de faciliter sa
migration dans la plante. Il est important de connaitre le devenir des réserves amylacées car
elles sont la seule source de glucides avant la mise en place de la photosynthése (Scholefield
et al. 1978 ; Huglin et Schneider 1998 ; Zapata 1998 ; Zapata et al. 2004b). Elles assurent
donc le développement des structures reproductrices et végétatives au printemps (Bates ef al.

1998 ; Zapata 1998 ; Zapata et al. 2004a, b).
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La mise en place de ces 2 expériences permettrait de connaitre 1’apport glucidique de la

photosynthése et de la mobilisation des réserves pour chaque organe lors de la floraison.

7. Outil de prédiction des récoltes

Les derniers travaux présentés lors de cette thése (Partie 2 - Publication 6) montraient la
possibilité de prévoir le nombre de fleurs par inflorescence, le nombre de baies par grappes et
le poids de la future récolte grace aux teneurs en glucides des bois coupés 1’hiver. Afin de
valider cet outil de prédiction des récoltes, il parait nécessaire de refaire des expérimentations
au vignoble afin de vérifier de la fiabilité du modéle. De plus, ce contrdle permettra d’affiner
les résultats et de pouvoir transmettre un outil fiable et facilement utilisable par les
professionnels. Ensuite, les résultats montrent que la maitrise des rendements serait possible
en controlant la quantité de réserves des bois. Il serait donc utile de contrdler plus précisément
la mise en réserve de I’année , afin d’atteindre les rendements désirés de 1’année ,+;. En effet,
une diminution des rendements actuels vers les normes [.N.A.O. ferait économiser de la main
d’ceuvre aux viticulteurs. Changer la période d’effeuillage afin d’atteindre les quantités de

réserves attendues dans les bois permettrait ainsi de limiter les rendements.
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Résumé

La vigne (Vitis vinifera L.) est naturellement affectée par 1’abscission et la chute des
fleurs (coulure) durant le développement des inflorescences. Ce phénomene est dépendant de
facteurs physiologiques et environnementaux et tous les cépages y sont sensibles a un degré
plus ou moins important. Les causes exactes de la coulure demeurent encore inconnues a ce
jour. Dans ce contexte, nous nous sommes focalisés sur le métabolisme des sucres dans les
inflorescences durant le développement des fleurs en utilisant des cépages de sensibilité
différente a la coulure. Nous avons travaillé sur des plantes cultivées au vignoble et nous
avons optimisé un systéme expérimental mimant le développement floral en conditions
contrdlées a partir de boutures fructiféres.

De nombreux critéres de différenciation existent entre le Gewurztraminer (GW), cépage
sensible a la coulure et le Pinot noir (PN), cépage peu sensible. Ainsi, les structures
reproductrices males et femelles de PN se développent plus précocement que celles de GW.
De plus, les teneurs en glucides (amidon, saccharose, glucose et fructose) des inflorescences
différent entre les deux cépages lors du développement floral, notamment entre les stades 15
et 17, période des méioses polliniques et ovulaires et stades clés dans le développement
reproducteur. Les différences constatées se manifestent, entre autres, par la présence
d’amidon dans les ovules de PN, contrairement a ceux du GW. La mesure des activités
enzymatiques du métabolisme glucidique ont confirmé que, durant la période 15-17, les deux
cépages utilisent les sucres de maniére différente. Nous avons par ailleurs démontré
I’existence d’une photosynthése nette positive dans les inflorescences des deux cépages, avec
des intensités fluctuantes, notamment entre les stades 15 et 17. La tolérance plus importante a
la coulure du PN pourrait donc résulter d’un métabolisme glucidique différent, permettant
d’éviter toute carence glucidique lors de la méiose en cas de stress environnementaux.

Afin de confirmer I’impact de la physiologie des glucides dans le développement floral,
nous avons tenté de perturber le métabolisme carboné en agissant sur la mise en réserve dans
les organes pérennes, au vignoble et sur boutures fructiféres. Les résultats obtenus démontrent
dans les deux cépages I’importance de la mise en réserves de I’été ,, sur la floraison de 1’année
a1 €t ce, a la fois sur le nombre d’inflorescences par pied et sur le nombre de fleurs par

inflorescence.

Mots clés : coulure, floraison, métabolisme glucidique, photosynthése, réserves carbonées,

structures reproductrices, Vitis vinifera L.



