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Evolution des polyosides des parois cellulaires au cours du développement du raisin
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R ésumé: Lacomposition en polyosides pariétaux des baies de raisin a été étudiée de la floraison a la maturité chez deux
cépages bordelais, le Cabernet-Sauvignon et la Muscadelle. Les techniques histochimiques et densitométriques utilisées ont permis
de suivre I’évolution de trois zones distinctes: la zone pelliculaire la plus externe, la zone pelliculaire sous-jacente et la pulpe. Au
cours du développement des baies, les teneurs de la majorité des polyosides pariétaux diminuent, particulierement chez la Muscadelle.
Ce phénomene ne concerne pas la cellulose du tissu pelliculaire dont le taux reste constant lors de la maturation. Chez les deux
cépages, les parois cellulaires de la pellicule sont toujours plus riches en polyosides que celles de la pulpe. A maturité, la proportion
de pectines pariétales au niveau de la pellicule est plus importante chez le Cabernet Sauvignon.

Evolution of cell wall polyosides during grape berry growth and ripening

Summary: The content of cell wall polyosides of grape berries has been studied in two Bordeaux vine cultivars, Cabernet
Sauvignon and Muscadelle. Three different zones were determined by histochemical and densitometric technics: external part of the
skin, skin underlying cells and flesh. Their changes in polyosides have been followed from flowering to maturity. During the growth
of the berries, the level of the cell wall polyosides decreases particularly in Muscadelle variety, whereas during ripening the berry skin
cellulose levels remains constant. In the two cultivars, the cell walls of the skin are always richer than the flesh ones. At maturity, there
are more pectins in the cell walls of the skin of Cabernet Sauvignon berries.
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Introduction et collaborateurs (Jona et Foa 1977, 1979) permettent de
quantifier les différents polyosides pariétaux par extrac-
Le développement et la maturation des fruits tions séquentielles et colorations successives en visualisant
s’accompagnent de nombreux changements biochimiques leur distribution dans le fruit. Appliquées au raisin, ces
et physiques. Parmi ces modifications, leur ramollissement  techniques leur ont permis de suivre 1’évolution de la teneur
est un des aspects les plus remarquables. C’est un des  en polyosides pariétaux au cours du développement (JoNa
problémes majeurs de la sensibilité des fruits aux para- et Borta 1988) et de la maturation de deux variétés de
sites et de leur stockage aprés récolte. La texture du fruit  vigne italiennes (JoNa ef al. 1983). Mais la méthode
est déterminée en partie par la turgescence des cellules et  spectrophotométrique utilisée oblige a prendre en
surtout par la composition des parois cellulaires (BARTLEY ~ considération la baie de raisin dans sa globalité.
et Knee 1982). Le ramollissement est une conséquence de Le présent travail concerne 1’évolution de la composi-
la dégradation des parois. De nombreuses études ont été  tion en polyosides des parois au cours du développement
consacrées a ce phénomene, plus particulierement en rela-  du raisin chez deux cépages trés différents du vignoble
tion avec le métabolisme des polyosides pectiques (PiLniK ~ bordelais: la Muscadelle, cépage blanc particulierement
et VorAGEN 1970; LaBavitcH 1981; DEy et Brinson 1984).  sensible & Botrytis cinerea et le Cabernet Sauvignon, cépage
Ainsi dans le cas du raisin, SAULNIER (1987) a étudié la  rouge plus résistant. La répartition des polyosides entre
structure des substances pectiques de la pulpe et leur pulpe et pellicule a également pu étre effectuée par ana-
évolution au cours de la maturation. Dans la majeure partie  lyse densitométrique des coupes de raisin aprés traitement.
de ces travaux, I’étude des principaux constituants de la

paroi cellulaire est réalisée par extraction sélective a 1’aide Matériel et méthodes

de différents solvants sur la baie entiere ou sur pulpe et

pellicule séparées. Mais peu de renseignements sont Cette étude a été réalisée en 1991 sur des baies de
apportés sur la localisation précise des différents Cabernet Sauvignon et de Muscadelle greffés sur Fercal,
constituants. cultivés sur une parcelle de sol de graves appartenant au

Les techniques histochimiques développées par JoNa  domaine expérimental de Couhins (I.LN.R.A., France). 10
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baies de méme taille ont été prélevées avec leur pédicelle
tous les 10-12 d. Au laboratoire, elles ont été lavées a I’eau
ultra-pure puis essuyées. Aprés pesée et mesure exacte du
diametre, les baies ont été divisées en 2 parties dans le
sens de la longueur a I’aide d’un scapel et les pépins ont
été éliminés. Les méthodes décrites par JoNa et Foa (1977)
adaptées de JENSEN (1962) ont été utilisées pour le traitement
des baies puis des coupes minces.

Les baies ont été fixées au F.A.A. (formaline
commerciale contenant 40 % de formaldéhyde; acide
acétique glacial; éthanol 50 %) pendant 4 h, déshydratées
avec du TBA (méthyl-2 propanol-2) a concentrations
croissantes puis incluses dans de la paraffine. Des coupes
de 10 um d’épaisseur ont été réalisées a 1’aide d’un
microtome puis fixées sur lame. Aprés passage dans du
xyléne pour les déparaffiner, les coupes ont subi suc-
cessivement les traitements suivants :

(a) témoin (pas de traitement), polyosides totaux; (b)
extraction des pectines totales par incubation des coupes
dans une solution de pectinase & pH 4 pendant 24 h a
30 °C suivi de 2 h d’incubation dans une solution d’oxalate
d’ammonium a 1 % & 40 °C; (c¢) extraction des hémi-
celluloses par incubation dans une solution de NaOH a 4 %
pendant 12 h a température ambiante; (d) extraction des
polyosides non cellulosiques par incubation dans une so-
lution de NaOH a 17,5 % pendant 12 h a température
ambiante.

Une température de 40 °C lors de I’incubation dans
I’oxalate d’ammonium a été utilisée car a la température
de 90 °C préconisée par Jona et BorTa (1988) on a observé
une perte totale des coupes fixées sur lame. Un contrdle a
été effectué concernant ’efficacité du traitement
d’extraction des pectines a 40 °C par coloration des cou-
pes, avant et apres extraction au Ruthenium Red. Les cou-
pes qui avaient subi I’ extraction présentaient une tres faible
coloration caractéristique des substances pectiques,
indiquant que I’extraction faite 4 40 °C était suffisante.

Ces traitements ont été effectués sur des séries de 10
lames, a raison de 2 coupes par lames. Apres le traitement
b, une lame est mise de c6té; apres le traitement ¢, 2 lames
et apres le traitement d, 6 lames. Ce choix a ét€ déterminé
par la difficulté d’obtenir des coupes intactes apres
traitement au NaOH a 17,5 %, bien que toutes les
précautions préconisées par JENSEN (1962) aient été
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respectées (recouvrement des coupes par de 1’éthyl cellu-
lose; élimination délicate des solutions de NaOH; séchage
des lames avant toute manipulation...). L’ensemble des cou-
pes a ensuite été hydraté, coloré au P.A.S. (Periodic Acid
Schiff), déshydraté puis monté au DePex (agent de mon-
tage).

Les mesures ont été réalisées par densitométrie a
600 nm. La hauteur des pics obtenus, correspondant a une
intensité d’absorbance a été utilisée comme unité arbitraire
pour déterminer les teneurs en polyosides. Les quantités
respectives en pectines, hémicelluloses et polyosides non
cellulosiques ont été obtenues par différence des valeurs
mesurées entre deux traitements d’extraction successifs.

Pour chaque échantillon et chaque traitement, 4 cou-
pes microscopiques ont été analysées. Les résultats
présentés dans ce travail sont la moyenne statistique des
différentes déterminations. Pour 1’estimation des propor-
tions de polyosides dans les différentes parties de la baie,
nous avons multiplié ces valeurs par 1’épaisseur de tissu
correspondant avant de calculer les pourcentages respectifs
(Tab. 2).

Résultats et discussion

Les densitogrammes obtenus montrent clairement que
3 parties sont a considérer dans I’analyse d’une section de
baie. Le premier et le dernier pic d’absorption obtenus,
appelés P1 et P4, caractérisent le tissu le plus périphérique
de la baie traversé par le faisceau lumineux du densitometre.
Les pics P2 et P3 constituent les tissus sous-jacents de la
zone P1/P4 et entre les zones P1/P2 et P3/P4 on trouve
I’ensemble de la pulpe. L’examen de pellicules, isolées
des pulpes montre que les zones P1/P4 et P2/P3 représentent
la pellicule. En effet Jona et Foa (1979) ont montré que la
pellicule est constituée d’un épiderme d’une 4 deux couches
de cellules (assimilable a la zone P1/P4) et d’une assise
sous-jacente de 4 - 8 couches de cellules selon les cépages
(décrite ici comme zone P2/P3).

1. Evolution des différents poly-
osides: Fig. 1 montre que le développement du raisin
et sa maturation s’accompagnent d’une diminution globale
de la somme des polyosides pariétaux. Ce phénomene est
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Fig. 1: Evolution des polyosides pariétaux totaux des baies de Muscadelle (a)
et de Cabernet Sauvignon (b) au cours de leur développement.

Evolution of total cell wall polyosides during berry development of Muscadelle (a) and Cabernet Sauvignon (b).
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particulierement net dans le cas de la Muscadelle. Chez le
Cabernet Sauvignon, la véraison est suivie d’une courte
période d’accumulation de polyosides. Dans les deux cas,
les parois cellulaires des zones pelliculaires restent plus
riches en polyosides que celles de la pulpe.

La teneur en cellulose des parois cellulaires chute
fortement en début de développement, vraisemblablement
en raison de la multiplication cellulaire intense (Fig.2). A
partir de la véraison, la richesse en cellulose des cellules
de la pellicule reste relativement constante tandis que les
parois cellulaires de la pulpe s’appauvrissent en ce
polyoside, surtout chez la Muscadelle.

L’évolution des pectines pariétales est plus complexe
(Fig.3). Comme pour la cellulose, le début de croissance
du fruit s’accompagne d’une diminution de la teneur en
pectines des parois. Puis on assiste pendant la véraison 2
une accumulation de pectines pariétales, particuli¢rement
importante au niveau des cellules de la pulpe. La matura-
tion est caractérisée par la diminution des pectines
pariétales dont I’intensité est en relation avec la richesse
en pectines des parois au moment de la véraison.

De nombreux auteurs ont montré qu’au cours de la
maturation des fruits, les pectines pariétales sont
transformées en pectines solubles sous 1’action de
différentes activités enzymatiques (SAwWAMURA ef al. 1978;
BARTLEY et al. 1982). Ces modifications entrainent la perte
de rigidité des fruits (FiLs-Lyacon et Burer 1990). Mais
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les différences de teneurs en pectines pariétales sont trop
faibles, notamment dans les zones pelliculaires, pour
expliquer a elles-seules les variations dans la texture des
baies des deux cépages.

L’accumulation des hémicelluloses au niveau des
parois cellulaires se produit en 2 phases, avant et aprés
véraison (Fig. 4) vraisemblablement en relation avec le
grandissement cellulaire. En fin de maturation, les teneurs
en hémicelluloses pariétales diminuent fortement pour
atteindre de trés faibles valeurs a la maturité.

L’évolution des polyosides résiduels non cellulosiques
est trés irréguliére mais leurs teneurs sont le plus souvent
trés faibles, surtout a maturité. Pour les 2 cépages, c’est la
zone pelliculaire interne (P2/P3) qui est le plus riche en
ces polyosides en début de maturation.

2. Variation de composition des
parois cellulaires: Apres avoir vérifié que la
somme des différents polyosides était voisine de la teneur
mesurée en polyosides totaux, nous avons déterminé pour
chaque cépage étudié les proportions respectives des
principaux polyosides pariétaux dans les différents tissus
de la baie. Seuls, 3 stades caractéristiques (début de
croissance, v€raison et maturité) sont représentés ici (Tab.
1). Il faut d’abord constater que la composition des parois
cellulaires est trés variable d’un cépage a I’autre. Ces vari-
ations sont surtout marquées au niveau de la pulpe. Ainsi,
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Fig. 2: Evolution des teneurs en cellulose des parois cellulaires des baies de Muséadelle (a)
et de Cabernet Sauvignon (b) au cours de leur développement.

Evolution of cellulose cell wall content during berry development of Muscadelle (a) and Cabernet Sauvignon (b).
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Fig.3: Evolution des teneurs en pectines pariétales des baies de Muscadelle (a)
et de Cabernet Sauvignon (b) au cours de leur développement.

Evolution of pectin cell wall content during berry development of Muscadelle (a) and Cabernet Sauvignon (b).
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Fig.4: Evolution des teneurs en hémicelluloses pariétales des baies de Muscadelle (a)
et de Cabernet Sauvignon (b) au cours de leur développement.

Evolution of hemicelluloses cell wall content during berry development of Muscadelle (a) and Cabernet Sauvignon (b).

Tableau 1

Variation de la composition des parois cellulaires des baies de Cabernet Sauvignon et de Muscadelle au cours de leur
développement, exprimée en pourcentage des polyosides totaux de chaque zone étudiée
(P1/P4, P2/P3: vois "Résultats et discussion”, ler paragraphe)

Changes of cell wall composition in Cabernet Sauvignon and Muscadelle berries during their development, expressed as
percentage of total polyosides in each zone of the berry (P1/P4, P2/P3: see "Résultats et discussion”, 1st para)

Cabernet Sauvignon Muscadelle

P1/P4 P2/P3 PULPE P1/P4 P2/P3 PULPE
Début développement
Pectines 52 9,6 11,2 11,8 15,3 24,2
Hémicelluloses 3,4 7,5 25,3 4,8 4,5 15,5
Composés NC 0,2 11,8 0,2 0,2 0,1 0,1
Cellulose 91,2 711 63,3 83,2 80,1 60,2
Véraison
Pectines 28,9 10,6 30,1 12,4 17,9 38,4
Hémicelluloses 0,4 7,6 0,3 0,2 0,1 5,7
Composés NC 9,4 24,2 0,1 0,6 10,2 0,3
Cellulose 61,3 57,6 69,5 86,8 71,8 55,6
Maturité
Pectines 71 9,1 26,1 5,7 6,9 48,9
Hémicelluloses 1,1 53 8,7 0,2 0,4 1,1
Composés NC 2,1 4,9 4,3 0,2 0,4 8,6
Cellulose 89,7 80,7 60,9 93,9 92,3 41,4

(NC: Non Cellulosiques; Non Cellulosic)

les parois cellulaires de la pulpe des baies & maturité est en
majorité constituée de cellulose dans le cas du Cabernet
Sauvignon alors que la proportion de pectines est plus
importante chez la Muscadelle. Cette différence apparait
deés la véraison et n’évolue que faiblement pendant la matu-
ration.” Au niveau pelliculaire, les parois renferment une
proportion importante de cellulose qui reste le plus souvent
relativement constante tout au long du développement du
fruit.

Les parois des cellules des zones internes de la baie
sont les plus riches en hémicelluloses. Leurs proportions
augmentent lorsque les parois s’appauvrissent en pectines,
confirmant ainsi les observations faites par Foa et al. (1980)

et Jona et al. (1983) chez les cépages Barbera et Freisa. La
présence d’autres polyosides non cellulosiques est tres
aléatoire; il s’agirait surtout des fractions osidiques des
glycoprotéines et de certains composés phénoliques
pariétaux. En effet, JoNa et Foa (1979) ont montré que
chez certains cépages, aucun polyoside non cellulosique
ne peut étre détecté.

3. Répartition des différents poly-
osides dans la baie: A partir de la mesure
d’épaisseur des différentes zones étudiées et en extrapolant
au volume total de la baie, nous avons estimé les propor-
tions de chaque polyoside dans les différentes parties de la
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baie. Comme précédemment, seuls les résultats corres-
pondant aux stades caractéristiques du début de la crois-
sance, de la véraison et de la maturité sont représentés dans
Tab. 2. Tout au long du développement du raisin, la pulpe
renferme la majeure partie des polyosides totaux. Ce
résultat est directement lié au nombre de cellules et & la
quantité de parois cellulaires. Ainsi la zone pelliculaire
externe, la plus fine, représente une faible proportion de
polyosides totaux de la baie. Le phénoméne est identique
pour les pectines et la cellulose, principaux constituants
pariétaux. Malgré leur dégradation partielle, la proportion
de pectines au niveau de la pulpe augmente au cours de la
maturation au détriment des parois cellulaires de la zone
pelliculaire.

On constate qu’a maturité, la pellicule des baies de
Cabernet Sauvignon est plus riche en pectines insolubles
que celle des baies de Muscadelle. En conséquence, le
Cabernet Sauvignon posseéde une meilleure cohésion des
parois cellulaires de la pellicule, constituant ainsi une
barriere plus efficace contre les agressions extérieures. Ceci
pourrait expliquer en partie la différence de sgnsibilité aux
parasites existant entre les 2 cépages. Cependant il existe
une grande variabilité, difficile & soupgonner 4 priori, des
constituants cellulaires notamment au niveau des polyo-
sides mineurs tels que les hémicelluloses. Ces recherches
devront étre poursuivies en analysant d’autres cépages et
en étudiant ’effet des conditions climatiques et pédo-
logiques.

Tableau 2

Evolution de la répartition des différents polyosides des baies de Cabernet Sauvignon et de Muscadelle au cours de leur
développement, exprimée pour chaque polyoside en pourcentage par rapport & la baie entiere
(P1/P4, P2/P3: vois "Résultats et discussion”, ler paragraphe)

Evolution of the distribution of polyosides in Cabernet Sauvignon and Muscadelle berries during their development, expressed
for each polyoside as percentage referring to the whole berry (P1/P4, P2/P3: see "Résultats et discussion”, Ist para)

Cabernet Sauvignon Muscadelle

P1/P4 P2/P3 PULPE P1/P4 P2/P3 PULPE
Début développement
Polyosides totaux 14,9 27,7 57,4 17,7 26,5 55,8
Pectines 4,8 22,3 72,9 8,5 18,1 73,4
Hémicelluloses 1,7 9,4 88,9 6,2 9,4 84,4
Composés NC 0,8 91,8 7,4 17,9 22,8 59,3
Cellulose 12,5 24,9 62,6 17,9 27,9 54,2
Véraison
Polyosides totaux 17,8 13,8 68,4 11,6 17,1 71,3
Pectines 15,1 5,5 79,4 3,3 . 6,5 90,2
Hémicelluloses 3,9 82,9 13,2 0,6 0,5 98,9
Composés NC 26,9 70,5 2,6 3,8 87,1 9,1
Cellulose 13,1 12,1 74,8 20,9 23,3 55,8
Maturité
Polyosides totaux 9,8 19,3 70,9 12,6 11,1 76,3
Pectines 4,7 10,4 84,9 2,1 2,4 95,5
Hémicelluloses 1,9 17,4 80,7 3,4 5,8 90,8
Composés NC 6,6 26,8 66,6 0,5 0,8 98,7
Cellulose 17,2 26,5 56,3 23,9 21,3 54,8

(NC: Non Cellulosiques; Non Cellulosic)
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