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Polymorphisme foliaire consecutif a la culture 
in vitro de Vitis vinifera L. 

par 

S.GRENAN 

Leaf polymorphism after in vitro culture of Vitis vinifera L. 

S u m m a r y . - Virus-free varieties of Vitis vinifera obtained by in vitro heat therapy 
showed unexpected morphological features after transfer into the vineyard. 

Discriminant multivariate analysis of the leaf characters revealed differences between the 
control plants and the plants from in vitro therapy. This analysis also showed on the one hand that 
heat treatment is not accountable for leaf modifications, on the other hand that these modifications 
are stable under vineyard conditions. 

Study of cuttings from modified plants showed a morphogenetic gradient along shoots. The 
persistence of new forms is not irreversible. Pruning is responsable for the artificial maintainance 
of juvenility in consequence of in vitro culture. 

lntroduction 

Chez les varietes de Vitis vinifera atteintes de diverses maladies a virus, le boutu­
rage in vitro associe a un traitement par la chaleur conduit a l'obtention d'individus 
sains. Mais les plants, issus de ces boutures traitees, places dans les conditions tradi­
tionnelles de culture au vignoble, presentent des modifications morphologiques qui 
rendent certains cepages meconnaissables pour le praticien. 

Cette non-conformite des caracteristiques ampelographiques des varietes concer­
nent, pour l'essentiel, les rameaux et le feuillage. D'une part, on observe une intensifi­
cation de la pigmentation anthocyanique des rameaux mais aussi des petioles et des 
nervures des feuilles. D'autre part, l'echancrure tres prononcee des sinus lateraux et 
l'augmentation de la densite de poils dresses a la face inferieure du limbe rendent les 
feuilles plus decoupees et plus pubescentes. Ces modifications sont tres marquees a la 
base des rameaux et s'estompent vers le sommet. 

La morphogenese des plants issus de thermotherapie in vitro a fait l'objet d'obser­
vations visuelles rapportees par MUR et al. (1972) et d'etudes sur les possibilites de reac­
quisition des caracteristiques varietales (GRENAN 1979, 1982). 

Faisant suite a une precedente publication (GRENAN et CARAUX 1984) nous expose­
rons ici les principaux resultats d'une part, de l'analyse biometrique, realisee sur plu­
sieurs cepages, a partir de mesures foliaires; d'autre part, de l'etude du comportement 
de Ja descendance par multiplication vegetative des plants modifies de la variete Gre­
nache Noir. 

Materie! et methodes 

Nous ne reprendrons pas ici en detail !es protocoles decrits entierement (GRENAN 
et CARAUX 1984) mais nous rappelerons simplement les principaux points necessaires a 
Ja comprehension des resultats. 
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1 Materiel vegetal 

Notre travail porte sur cinq varietes de Vitis vinifera choisies pour leurs caracteris­
tiques foliaires interessantes avant et apres thermotherapie in vitro: Carignan Noir, 
Grenache Noir, Maccabeu Blanc, Muscat a petits grains Blanc (ou Muscat de Fronti­
gnan) et Syrah Noir. 

Les bourgeons de la variete Carignan Noir, introduits en culture aseptique sont 
issus d'un cep infecte par les virus de l'Enroulement et de la Marbrure. Les bourgeons 
de la variete Grenache Noir proviennent d'un cep atteint du virus de la Marbrure et 
ceux de la variete Syrah Noir d'un cep enroule. Les pieds-meres des varietes Maccabeu 
Blanc et Muscat a petits grains Blanc ont ete perdus mais l'on sait que pour cette der­
niere variete il existe une importante proportion de souches infectees par Je virus du 
Court-Noue. Les resultats des indexages montrent que !es plants traites de ces diverses 
varietes ont ete debarasses de ces viroses. 

Les mesures ampelographiques ont ete realisees d'une part, au Domaine de l'Espi­
guette, sur !es individus, issus de.boutures traitees, plantes non greffes dans les sables 
du littoral et sur les ceps (non greffes) d'un clone pris comme temoin, d'autre part, au . 
Domaine du Chapitre, sur les individus (greffes), issus de plants traites provenant du 
Domaine de l'Espiguette et sur les ceps (greffes) issus de pied-mere de chacune des 
varietes. 

1 
1 

SINUS 
SUPER/EUR 

1 

SINUS POINT 
PETIOLAIRE 

l 

Fig. 1: Schema d'une feuille de vigne avec figuration des dix mensurations effectuees. 

Schema of a grapevine leaf showing the ten measurements taken. 
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Par allleurs, des mesures de feuilles ont ete faites sur la descendance, soit par bou­
turage, soit par greffage des plants temoins et des plants traites de la variete Grenache 
Noir. 

2 Methodes 
2.1 Mesures ampelographiques 

Les six parametres utilises (Fig. 1) qui permettent de differencier au mieux les 
ceps temoins des ceps issus de thermotherapie in vitro, et que nous appelerons desor­
mais, m o d i fies, sont les suivants: 

Ll- distance lineaire entre le point petiolaire et l'extremite de la nervure princi­
pale. 

1 - distance lineaire entre les deux premieres nervures laterales. 
L2- distance lineaire entre le point petiolaire et l'extremite de la premiere ner­

vure du cöte gauche L2 (g) et droit L2 (d). 
L3- distance lineaire entre le point petiolaire et l'extremite de la deuxieme ner­

vure du cöte gauche L3 (g) et droit L3 (d). 
Sl - distance lineaire entre le point petiolaire et le fond (vers le point petiolaire) 

du sinus lateral superieur gauche Sl (g) et droit Sl (d). 
S2 - distance lineaire entre le point petiolaire et le fond du sinus lateral inferieur 

gauche S2 (g) et droit S2 (d). 

Afin de tenir compte de la dissymetrie des feuilles par rapport a la nervure 
principale on additionne les mesures faites a gauche et a droite pour chacun des quatre 
derniers parametres. 

En nous inspirant des travaux de CARBONNEAU (1976) pour determiner la surface et 
les types de feuilles des differents cepages, nous avons introduit, a l'aide de ces para­
metres, cinq variables susceptibles de differencier les feuilles des ceps temoins de cel­
les des ceps modifies. 

La decoupure des feuilles est caracterisee par deux variables: 

:I:Sl 
a = 1: L

2 
= coefficient de decoupure des sinus lateraux superieurs 

b = ~ ~~ = coefficient de decoupure des sinus lateraux inferieurs 

Les coefficients de decoupure sont d'autant plus faibles que les feuilles sont plus 
decoupees. 

La forme des feuilles est caracterisee par deux variables: 

Ll 
c = L L

2 
= coefficient d'allongement de la nervure principale 

1 
d = 1: L

2 
= coefficient d'ecartement des premieres nervures principales 

La surface foliaire est estimee par s = p: L2)2 exprimee en cm2 a une constante 
varietale pres. En fait, cette derniere variable rend compte de la surface du limbe en 
faisant abstraction de la presence d'echancrure au niveau des sinus. Elle permet seule­
ment d'apprecier la grandeur de la feuille. Enfin, il faut souligner que Ja surface corres­
pond a une mesure absolue alors que les quatre premieres variables sont des valeurs 
relatives. 

2.2 Notation de la pubescence 

Pour la variete Grenache Noir en plus des cinq variables caracterisant les feuilles 
nous avons effectue une notation de la pubescence. En effet, chez cette variete, apres 



162 S.GRENAN 

multiplication in vitro, la face inferieure du limbe est recouverte de nombreux poils 
dresses alors que les feuilles au depart sont glabres. 

En nous inspirant des travaux de HEGEDüs {1975} nous avons adopte une echelle de 
notation simplifiee correspondant a une appreciation visuelle de la densite des poils. 

L'echelle de notation utilisee est la suivante: 
0 = feuilles glabres 
1 = feuilles possedant quelques poils dresses (5 a 10 poils/cm2 de feuille} 
2 = feuilles ayant de nombreux poils dresses {20 a 30 poils/cm2 de feuille) 
3 = pubescence importante sur les deux faces du limbe. 

2.3 Echantillonnage 

Les mesures des dix parametres precedemment definis, sont realisees sur 50 feuil­
les prises sur 10 ceps de chacune des varietes temoins et modifiees. Le prelevement au 
hasard de feuilles situees entre le 6• et le 15• oeil permet de constituer un echantillon 
representatif de la variabilite morphologique des feuilles. 

Les prelevements sont effectuees courant juillet pour les ceps en plein champ, a la 
fin aout pour les boutures cultivees en serre et courant septembre pour les plants gref­
fes mis en pepiniere. Les mesures sont realisees immediatement apres la recolte des 
feuilles. 

2.4 Analyse discriminante multidimensionelle 

Les donnees collectees ont ete exploitees selon la methode d'analyse discriminante 
{RüMEDER 1973} qui permet un regroupement a priori des individus a partir d'un nom­
bre de variables mesurees sur eux. 

Nous avons utilise cette methode pour mettre en evidence ce qui differencie les 
mensurations foliaires d'une population prise comme reference {individus d'une variete 
avant traitement) et celles d'une population qu'on se propose d'etudier {plants de la 
meme variete, issus de culture in vitro). 

Dans cette approche du regroupement des individus on a utilise la procedure de 
«pas a pas» qui n'introduit que les variables necessaires a une bonne discrimination. On 
simplifie ainsi le modele tout en atteignant l'objectif fixe. 

La representation graphique fournie par cette methode permet de regrouper au 
mieux les individus d'une population et de separer les populations entre-elles. 

2.5 Bouturage et greffage 

Pour analyser les modifications dans la descendance de la variete Grenache Noir, 
nous avons isole des bourgeons a differents niveaux sur les sarments des ceps modifies. 

A l'epoque de la taille, la partie des sarments comprise entre le 4• et le 35• oeil est 
conservee et mise a 4 ° C pendant 2 mois pour lever la dormance. A la sortie de la cham­
bre froide les bourgeons sont numerotes et isoles avec un fragment d'entre-nöeud 
sous-jacent. Les boutures sont mises dans des pots renfermant un melange de tourbe 
et de pouzzolane, places sur une couche chauffante. Apres l'emission des racines et le 
debourrement du bourgeon les boutures sont transferees sur des banquettes (conte­
nant le meme melange}, en respectant !'ordre d'insertion sur le sarment de depart. Un 
arrosage a l'eau assure une croissance minimum des plants. 

L'hiver suivant, les plants sont tailles au dessus du 2• oeil. Une partie est conservee 
dans les conditions decrites precedemment . Une autre partie est transferee dans des 
conteneurs renfermant le meme melange. Une quantite plus importante de substrat , un 
espace plus grand entre les plants et un arrosage a la solution nutritive favorisent une 
croissance plus rapide que celle des plants maintenus sur banquette. 
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Le comportement des boutures a ete compare a celui de greffes obtenues selon les 
procedes habituels du greffage sur table. 

Des bourgeons preleves, sans tenir compte de leur position sur les sarments, ont 
ete greffes sur un clone de la variete SO 4 (V. berlandieri x V. riparia). Apres paraffi­
nage du point de greffe et stratification les plants sont mis en pepiniere. 

Resultats 

1 Comparaison de la morphologie foliaire des plants 
temoins et des plants modifies 

Les comparaisons sont faites a partir de mesures realisees. sur les plants temoins 
et modifies cultives dans les sables de l'Espiguette et sur ceux cultives au Domaine du 
Chapitre. L'analyse discriminante multivariee fournit des resultats globalement identi­
ques pour les cinq varietes. L'examen du Tableau 1 sur l'analyse de variance permet 
d'apprecier le comportement des differentes varietes. 

Les differences entre les feuilles temoins et modifiees sont tres hautement signifi­
catives pour les deux coefficients de decoupure (a et b). 

Les coefficients d'allongement (c) et d'ecartement (d) dans la majorite des cas ne 
permettent pas de distinguer les feuilles temoins des feuilles modifiees. Les deux varia­
bles apparaissent comme des constantes de la forme des feuilles pour un cepage donne. 

Selon la variete, la surface foliaire des plants temoins et modifies peut etre diffe­
rente (Grenache Noir, Maccabeu Blanc) ou non (Muscat a petits grains Blanc, Syrah 

Tableau 1 

Analyse de Ja variance univariee (test de F) par variete pour chaque variable observee 

Variance analysis (F test) of varieties for each observed variable 

Plants non greffes (Espiguette) Plants greffes (Chapitre) 

Parametres Temoins - Modifies Temoins - Modifies 

c G MF s c G M MF s 

a *** *** *** *** *** * ** *** *** 

b *** *** *** ** *** NS *** *** *** 

c NS NS NS NS NS NS NS NS NS 

d NS NS NS * NS NS * *** NS 

s *** *** NS NS NS * *** NS NS 

C: Carignan Noir; G: Grenache Noir; M: Macabeu Blanc; MF: Muscat de Frontignan; S: Syrah Noir. 
a: Coefficient de decoupure des sinus lateraux superieurs. 

Depth coefficient of the upper lateral sinuses. 
b: Coefficient de decoupure des sinus lateraux inferieurs. 

Depth coefficient of the Jower lateral sinuses. 
c: Coefficient d'allongement. 

Length coefficient. 
d: Coefficient d'ecartement. 

Width coefficient. 
s: Estimation de Ja surface. 

Estimation of the surface. 
Risque/risk ***: P = 0,1 %; **: P = 1 O(o; *: P = 5 %; NS = Non significatif/not significant. 



Tableau 2 

Analyse de la variance univariee (test de F), pour la variete Syrah Noir, entre !es plants temoins et !es plants issus de boutures cultivees in vitro a differen­
tes temperatures 

Variance analysis (F test) between control plants and plants from cuttings grown in vitro at different temperatures; variety Syrah Noir 

Parame-
Plants non greffes (Espiguette) 

tres 
t-20 ° t-38 ° t-(38 ° +35 °) 20 °-38 ° 20 °-(38 ° +35 °) 

a *** *** *** NS NS 
b * ** ** NS NS 
c ** NS NS NS * 

d * * • NS NS 
s *** *** NS • ** 

t : Plants temoins. 
20 ° : Plants issus de boutures cultivees in vitro a une 

temperature constante de 20 °C. 
38 ° : Plants issus de boutures cultivees in vitro ayant 

subi un traitement de 70 d a 38 ° c. 
38 ° + 35 ° : Plants issus de boutures cultivees in vitro ayant 

subi un traitement de 70 d a 38 ° c puis un traitement de 90 d a 35 ° c. 
Autres abreviations: voir Tableau 1. 

Plants greffes (Chapitre) 

t-20 ° t-38 ° t-(38 ° +35 °) 20 °-38 ° 20 °-(38 ° +35 °) 

*** *** *** * NS 
*** *** *** NS NS 
NS NS NS NS * 

NS NS NS NS ~s 

NS NS NS NS NS 

t : Control plants. 
20 ° : Plants from cuttings grown in vitro at 20 °C. 

38 ° : Plants from cuttings grown in vitro at 38 ° C during 70 d. 

38 ° +35 °: Plants from cuttings grown in vitro at 38 °C during 70 d, 
then at 35 °C during 90 d. 
For other abbreviations see Table 1. 

~ 
c;:i 
[;j 

~ 



Polymorphisme foliaire consecutif a la culture in vitro de Vitis 165 

Noir). En· fait l'estimation de la surface telle qu'elle a ete calculee rend compte seule­
ment de la grandeur du limbe sans tenir compte de la decoupure des sinus. Par conse­
quent, la surface foliaire peut varier en fonction de l'origine du clone mais aussi en 
fonction des conditions du milieu (Carignan Noir). 

2 Influence de la tempen1ture _ sur l'apparition des modi­
fications foliaires 

L'etude de la variete Syrah Noir pour laquelle il existe des plants issus de boutures 
placees a des temperatures elevees 35 et 38 °C, mais aussi des plants issus de boutures 
maintenues a une temperature de 20 °C permet d'apprecier le röle du passage a la cha­
leur sur les modifications morphologiques. 

Pour les deux coefficients de decoupure (Tableau 2) l'analyse met en evidence une 
difference importante entre les plants temoins et les plants issus de multiplication in 
vitro quelle que soit la temperature de culture. Par contre, il n'y a pas de difference 
significative entre les plants issus de boutures cultivees in vitro a 20 °C et les plants 
issus de thermotherapie. 

11 ressort de cette analyse que l a m o d i f i c a t i o n d e s c a r a c t e r e s 
de decoupure des feuilles de la variete Syrah Noir est uni­
quement la consequence du bouturage in vitro , indepen­
d a m m e n t d e s t e m p e r a t u r e s d e c u l t u r e . On peut considerer qu'il en 
est ainsi pour toutes les autres varietes soumises aux memes traitements. 

3 Persistance des modifications foliaires au cours des 
annees 

Depuis 12 ans le comportement au vignoble des plants issus de culture in vitro 
apparait visuellement homogene et stable. Nous avons confirme ces observations par 
une analyse biometrique pendant 3 annees consecutives pour la variete Grenache Noir. 

Quelle que soit l'annee, dans les conditions de culture du Domaine de l'Espiguette, 
les coefficients de decoupure sont differents entre les plants temoins et les plants 
modifies (Tableau 3). Par contre, dans les conditions du Domaine du Chapitre il n'y a 
pas, dans tous les cas, de difference significative. Ce comportement particulier qui peut 

Tableau 3 

Analyse de Ja variance univariee (test de F), pour Ja variete Grenache Noir, pendant 3 annees conse­
cutives. Abreviations: voir Tableau 1 

Variance analysis (F test), during 3 subsequent years; variety Grenache Noir. For abbreviations see 
Table 1 

Parametres 

a 

b 

c 

d 

s 

Plants non greffes (Espiguette) 
Temoins - Modifies 

1979 

* 
*** 

NS 

1980 

*** 

*** 

NS 

* 
NS 

1981 

*** 

*** 

NS 

NS 
*** 

Plants greffes (Chapitre) 
Temoins - Modifies 

1979 

** 

NS 

NS 

1980 

* 
* 

NS 

NS 

* 

1981 

* 
NS 

NS 

NS 

* 
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s'expliquer par l'origine des plants, a ete discute dans un precedent article (GRENAN et 
CARAUX 1984}. 

Par ailleurs, nous avons pu verifier que les plants temoins d'une part, et !es plants 
modüies d'autre part, ont des caracteristiques de decoupure stables au fil des annees. 
(Tableau 4). 

En outre, pour ce cepage la persistance au cours du temps de la pilosite contribue a 
differencier !es plants temoins a feuilles glabres (note 0) des plants modifies a feuilles 
pubescentes (notes 1et2). 

4 Etude des caracteristiques foliaires dans la descen­
dance par multiplication vegetative de la variete Grena­
che Noir 

4.1 Comportement des boutures en conditions de croissance minimum 

Les bourgeons preleves sur les sarments modifies cultives dans !es conditions de 
l'Espiguette sont mis a bouturer en serre selon le protocole experimental precedem­
ment decrit. 

Tableau 4 

Evolution pendant 3 annees consecutives (1979 a 1981) des parametres foliaires pour Ja variete Gre­
nache Noir · Abreviations: voir Tableau 1 

Evolution of the leaf variables during 3 subsequent years (1979 to 1981); variety Grenache Noir · For 
abbreviations: see Table 1 

Parametres 

a 

b 

s 

Plants non greffes (Espiguette) 

Temoins 

NS 

NS 
*** 

Modifies 

NS 

NS 

NS 

Tableau 5 

Plants greffes (Chapitre) 

Temoins Modifies 

NS * 
NS NS 

NS * 

Analyse de Ja variance (test de F), pour Ja variete Grenache Noir, entre !es plants temoins (t) et 
modifies (Th) cultives a l'Espiguette et leur descendance par bouturage (B) ou par greffage (G.B.) · 

Abreviations: voir Tableau 1 

Variance analysis (F Test) between control plants (t), modified plants (Th) grown in Espiguette and 
cuttings (B) or graftings (G.B.) from modified plants; variety Grenache Noir · For abbreviations see 

· Table 1 

A B c D E F G 
Parametres 

t-B.Th Th-B.Th G.B.t-G.B.Th t-G.B. Th-G.B. G.B.t.-B.Th G.B.Th-B.Th 

a *** *** NS *** *** NS NS 

b * *** NS *** *** *** ** 

c *** *** NS NS NS *** *** 

d *** *** NS *** *** NS NS 

s *** *** *** *** *** NS *** 
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Fig. 2: Analyse discriminante des variables foliaires pour Ja variete Grenache Noir. 

Plants temoins Espiguette. 
Plants greffes, en pepiniere, issus des plants temoins et modifies. 
Plants modifies Espiguette. 
Boutures des plants modifies. 1 re annee de vegetation en serre. 

Discriminant analysis of the leaf variables for the variety Grenache Noir. 

Control plants, Espiguette. 
Grafted plants from control and modified plants, nursery. 
Modified plants, Espiguette. 
Cuttings of the modified plants. lst year of growth, greenhouse. 

167 

.... 

.n 

"! 
M 

Cl! 

2! 
c: „ 
.5 
E ·;: 
0 
.!!! 

0 'O 
0 „ 

:i:i „ 
·;: „ 
> „ „ .„ 

Cl! 
1 

CO 
l'i 
1 

.... 

.,; 
1 



168 S.GRENAN 

L'observation de la vegetation issue de ces differents bourgeons montre que les 
feuilles sont uniformement rondes, entieres et glabres, .avec des sinus lateraux a peine 
marques; ceci quelle que soit la position du bourgeon sur le sarment de depart. 

La singularite du contour des feuilles de ces boutures (B.Th) est confirmee par 
l'analyse des divers coefficients foliaires par rapport aux plants temoins (t) et aux 
plants modifies (Th) qui leur ont donne naissance (Tableau 5, A et B). 

On peut considerer que ces bourgeons, issus de plants modifies, produisent en 1 re 

annee de bouturage un troisieme type de feuille caracterise par une regression des 
sinus conduisant a un contour presque circulaire du limbe. 

Le maintien de ces plants dans les memes conditions de culture assure la persis­
tance de ces caracteristiques originales au fil des annees. 

4.2 Comportement des greffes en pepiniere 

Les greffes issues des plants temoins (G.B.t.) et des plants modifies (G.B.Th) ont 
des caracteristiques foliaires identiques (Tableau 5, C) exceptee la surface du limbe qui 
est plus grande pour les greffes issues des plants temoins. 

Comme les boutures, les greffes ont des caracteristiques foliaires differentes de 
celles des plants qui leur ont donne naissance (Tableau 5, D et E). Par contre, les coeffi­
cients de decoupure des sinus lateraux superieurs et d'ecartement des boutures et des 
greffes ne sont pas significativement differents (Tableau 5, F et G). 

La repartition des nuages de points fournis par l'analyse discriminante montre que 
les boutures (D) et les greffes (B) sont deux populations presque confondues et tres dif­
ferentes des plants temoins (A) et des plants modifies (C) qui leur ont donne naissance 
(Fig. 2). 

De ces diverses analyses, il ressort que la morphologie foliaires des boutures et des 
greffes en premiere annee de vegetation ne peut etre rapprochee de celle du type varie­
tal avant culture in vitro, au moins pour la variete Grenache Noir. 

4.3 Comparaison des feuilles des boutures et des greffes en premiere annee de vegeta­
tion et des feuilles de la base des rameaux 

Ces caracteristiques particulieres des feuilles des boutures et des greffes nous 
amenent a effectuer une comparaison avec les feuilles de la base des rameaux. En effet, 

Tableau 6 

Analyse de la variance (Test de F), pour Ja variete Grenache Noir, entre les trois premieres feuilles 
de la base des rameaux temoins (Base) et !es feuilles de boutures (B) ou de greffes (G.B.) des plants 

modifies · Abreviations: voir Tableau 1 

Variance analysis (F test), between three first leaves of the bottom of the control shoots (Base) and 
leaves of the cuttings (B) or the graftings (G.B.) from modified plants; variety Grenache Noir . For 

abbreviations see Table 1 

Parametres Base-B. Base-G.B. 

a •• NS 
b „ *** 

c *** „„. 
d *** *** 

s „. *** 
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jusqu'au riiveau de la premiere grappe les feuilles ont des caracteristiques ampelogra­
phiques differentes de celles situees immediatement au-dessus. Seules ces dernieres 
sont utilisees pour la description des cepages (GALET 1971). 

L'examen du Tableau 6 montre que les parametres foliaires des boutures (B) et des 
greffes (G.B) sont significativement differents de ceux des trois premieres feuilles d'un 
clone de Grenache Noir. Ces dernieres ont des _sinus lateraux plus marques, le contour 
du limbe n'est pas de type circulaire et la surface du limbe est superieure. En outre, de 
nombreux poils dresses (note 2) les distinguent des autres types de feuilles. 

Ces feuilles de la base elaborees par la tige preformee dans le bourgeon latent sont 
sotimises a des correlations d'inhibition qui au moment du debourrement conduisent a 
leur conferer une morphogenese originale qui peut etre consideree comme de type 
juvenile (NozERAN et al. 1982). 

4.4 Comportement des boutures en conditions de croissance active 

Une partie des plants de la premiere annee cultives sur banquette est transferee 
dans des conteneurs. Apres une taille au dessus du 2• oeil l'observation de la vegetation 
permet d'etudier la morphogenese foliaire en fonction de l'origine des plants. L'ensem­
ble des resultats est resume dans la Fig. 3. 

Les plants issus de la region basale du rameau (rangs 4 a 10) portent des feuilles 
tres decoupees et tres pubescentes (notes 2 et 3). Ceux issus de la region mediane (rang 
12 a 20) ont des feuilles decoupees et pubescentes a la base des rameaux puis des feuil­
les entieres et glabres vers le sommet. Enfin ceux issus de la region terminale n'ont que 
des feuilles peu decoupees et glabres. 

Cette morphologie foliaire liee a la position du bourgeon sur le rameau de depart 
se maintient au fil des ans si l'on ne modifie pas les conditions de culture (conteneurs, 
taille a 2 yeux). 

Les plants (P4-4 .... P4-32) issus du plant 4 reproduisent les memes differences 
morphologiques liees a l'origine du bourgeon. Par contre, les plants (P.32-4 ... P.32-30) 
issus du plant 32 ont une morphologie homogene et comparable a celle du plant qui 
leur a donne naissance. Ces derniers presentent donc des caracteristiques foliaires pro­
ches de celles des plants temoins avant passage en culture in vitro. 

Il ressort de nos experiences sur la multiplication, par voie vegetative, des plants 
modifies qu'il est possible soit de conserver les caracteres nouveaux acquis apres cul­
ture in vitro (cas du bouturage de la portion basale des sarments). soit d'obtenir un 
retour au type varietal (cas du bouturage de la region terminale des sarments). Le s 
modifications morphologiques observees ne sont donc pas 
i r r e V e r S i b l e S. 

Discussion 

Les principaux resultats obtenus conduisent a formuler quelques reflexions 
d'ordre fondamental mais aussi a emettre quelques remarques sur les applications 
relatives a la multiplication du materiel traite. 

L'analyse discriminante selon le processus «pas a pas» a permis de confirmer les 
observations visuelles anterieures tout en apportant quelques precisions sur les carac­
teristiques foliaires des plants temoins et modifies. 

Il ressort de cette analyse multidimensionelle que les deux coefficients de decou­
pure sont les variables qui discriminent le mieux les feuilles en fonction du genotype. 
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L'intensite de la profondeur des sinus lateraux est fonction du genotype. Les coeffi­
cients d'allongement et d'ecartement apparaissent comme des caracteristiques stables, 
generalement non affectees par la culture in vitro. Ces informations conduisent a pen­
ser que, lors de.l'ontogenese des feuilles des plants modifies, la croissance des nervures 
principales et secondaires s'effectuerait normalement, leur position relative ne serait 
pas perturbee mais l'elaboration du liml::>e situe entre ces nervures cesserait plus preco­
cement par suite d'un blocage de Ja croissance submarginale determinant la zone peri­
pherique du limbe (MOUTON 1970). La surface foliaire, teile qu'elle a ete estimee, bien 
qu'influencee par l'origine des plants, est surtout sensible aux variations des conditions 
de milieu. 

Si l'on prend soin d'ecarter taute incidence de l'action des maladies a virus sur !es 
deformations foliaires, nous pensons que cette methode d'analyse biometrique peut se 
reveler etre un outil interessant pour l'etude d'autres phenomenes conduisant egale­
ment a des modifications de la morphogenese des feuilles. 

Fig. 3: Schema des differentes morphologies foliaires observees lors des experiences de bouturage 
de Ja variete Grenache Noir. 

t: Plant de depart. 

T: Plant issu de thermotherapie in vitro. 

[P4 ... P32): Plants issus du Plant T par bouturage, en 1re annee de culture en serre sur banq11ette. 

P4, P8, P18, P22, P32: En 2 annee, plants transferes de la banquette en conteneurs et maintenus 
dans ces conditions pendant 6 ans. 

P4--4 ... P4-32: Plants issus de P4, en 2• annee de culture en serre, en conteneurs. 

P32--4 . . . P32-30: Plants issus de P32, en 2• annee de culture en serre, en conteneurs. 
~ : Bouturage ordonne, en 1 re annee, sur banquette. 

-+ : En 2° annee, transfert de Ja banquette en conteneurs. 
Feuilles des plants de depart: 
• : Feuilles pubescentes de la base des rameaux. 
D: Feuilles non decoupees et glabres, typiques de la variete. 
Feuilles des plants modifies: 
<III : Feuilles decoupees et pubescentes. 
<l : Feuilles decoupees et glabres. 
<> : Feuilles peu decoupees (sinus superieur marque) et glabres. 
0 : Feuilles rondes (sans sinus lateraux) et glabres. 

Scheme of the morphological differences of the leaves observed during cutting experiments with 
the variety Grenache Noir. 

t: Starting plant. 

T: Plant from in vitro thermotherapy. 

[P4 ... P32): Plants from cuttings of plant T, lst year of growth on bench, greenhouse. 
P4, PB, P18, P22, P32: 2nd year of growth, plants removed from bench to containers and kept in 
these conditions during 6 years. 

P4--4 .. . P4-32: 2nd year of growth, plants from P4, in containers. 
P32--4 ... P32-30: 2nd year of growth, plants from P32, in containers. 
~ : lst year of growth, ordered cutting, on bench. „ : 2nd year of growth, remove from bench to container. 

Leaves of the starting plants: 
• : Pubescent leaves at the basal part of the shoots. 
D: Hairless leaves with shallow sinuses, typical of the variety. 
Leaves of the modified plants: 
<III : Pubescent leaves with deep sinuses. 
<l : Hairless leaves with deep sinuses. 
<> : Hairless leaves with shallow sinuses (upper sinus marked). 
O : Hairless round leaves (without sinuses). 
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Les comparaisons effectuees sur la variete Syrah Noir montrent bien que seule la 
culture in vitro est responsable des variations morphologiques observees, independam­
ment des traitements thermiques. Ce resultat est en accord avec le fait que le passage ä 
la chaleur de boutures traditionnelles ne semble pas induire de telles modifications 
(BOVEY et al. 1975, DoAZAN et al. 1979). Par contre ces derniers auteurs ont constate que 
des boutures provenant de plantes cultivees en pot, traitees ä la chaleur, puis mises en 
culture in vitro a 20 °C uniquement pendant une periode de 2 mois, donnent des indivi­
dus aux rameaux plus pigmentes portant des feuilles plus decoupees. Ces modifications 
persistent apres un bouturage classique. Ces resultats cor.roborent nos observations. 

Cette morphologie nouvelle des plants issus de culture in vitro et que nous avons 
appelee modifiee, apparait, au moins en partie, comme la consequence de processus de 
rajeunissement. On sait, en effet, que dans ces conditions ecologiques particulieres, on 
obtient au cours des multiplications successives un rajeunissement des boutures 
miniaturisees. Ce phenomene s'accompagne de la diminution de la taille du meristeme 
laquelle pourrait constituer un des elements de ce retour ä un fonctionnement de type 
juvenile (NozERAN et BANCILHON 1972, NOZERAN et al. 1982, 1983). 

Chez Vitis vinifera les individus ainsi multiplies conservent lorsqu'ils sont trans­
plantes au vignoble, certains traits juveniles (pigmentation, decoupure, pubescence) 
qui rappellent ceux des plants de semis et de leur descendance par voie vegetative 
(GRENAN et TRUEL 1983). 

Dans les conditions agronomiques de culture de la vigne (en particulier systeme de 
taille ä 2 yeux dans le vignoble meridional) les formes nouvelles apparues sont stables 
dans le temps. Pour la variete Grenache Noir l'etude de la descendance par bouturage 
des plants modifies, que nous pouvons qualifier de r a j e u n i s, a permis de montrer 
que ces modifications ne sont pas definitivement fixees. 

L'apparition de caracteristiques foliaires conformes au type varietal revele l'exis­
tence d'une progression morphogenetique le long du sarment allant d'un fonctionne­
ment de type juvenile ä la base (forme decoupee et pubescente) ä un fonctionnement 
de type adulte au sommet (forme entiere et glabre). La presence de formes interme­
diaires implique l'intervention de phenomenes quantitatifs dans le determinisme de ce 
polymorphisme. 

Dans les conditions agronomiques, ce gradient morphogenetique se maintient au 
cours des annees pour un individu donne et au cours des generations par multiplica­
tion vegetative. L'intensite de ce gradient varie en fonction du genotype et aussi selon 
le caractere etudie. Ainsi la pubescence disparait plus rapidement que la decoupure des 
feuilles. 

Enfin ce gradient est soumis ä deux facteurs externes, l'un climatique, l'autre lie 
aux pratiques culturales, tous deux concourrant ä l'elimination de l'extremite des sar­
ments. On sait, en effet, que l'absence de lignification d'une portion apicale (variable 
selon le cepage) du rameau conduit ä sa mort puis ä sa chute. En outre, la taille prati­
quee chaque annee ne laisse subsister que la partie basale du sarment et ne conserve 
donc que les bourgeons qui n'on parcouru que le debut du gradient morphogenetique. II 
en resulte une perpetuation artificielle des caracteres juveniles au fil des annees. 

La vigne etant une liane, on peut .conside.rer que les systemes de taille severe gene­
ralement pratiques sont responsables du maintien des formes de jeunesse des indivi­
dus, issus de multiplication in vitro. Mais nos experiences nous autorisent desormais ä 
utiliser cette technique pour la production de materiel sain et conforme au type varie­
tal. II suffit ä partir des boutures cultivees in vitro, de creer les conditions de croissance 
qui permettent le franchissement des etapes morphogenetiques conduisant ä un etat 
adulte. Pour cela, il est necessaire de s'affranchir des contraintes ecologiques et agro­
nomiques qui entrainent une perte de l'extremite des sarments. C'est ainsi que la mise 



Polymorphisme foliaire consecutif a la culture in vitrode Vitis 173 

en culture .hydroponique sur sol artificiel du materiel sain issu de tube permet la cons­
titution de plants vigoureux a croissance en liane sur lesquels il est alors possible de 
prelever des bourgeons, suffisamment eloignes de la base, qui donneront naissance a 
des individus ayant acquis un fonctionnement de type adulte. 

Conclusion 

L'analyse discriminante realisee sur les plants temoins et !es plants modifies, a 
perinis de preciser les observations faites anterieurement sur ce polymorphisme 
foliaire lie a l'origine du materiel vegetal. 

Nos investigations apportent des elements de comprehension du determinisme de 
ces phenomenes. La culture in vitro conduit a des processus de rajeunissement. Les 
nouvelles caracteristiques ainsi obtenues sont soumises a des facteurs internes et 
externes (ecologiques et agronomiques), ces derniers etant responsables du maintien 
d'un mode de fonctionnement de type juvenile. En s'affranchissant de ces contraintes il 
est possible de produire des individus, issus de ces techniques de multiplication, et con­
servant leur authenticite varietale. 

Notre etude apporte, outre !es aspects fondamentaux concernant la conduite d'un 
vegetal ligneux apres culture in vitro, une ouverture sur des perspectives agronomiques 
en rendant possible l'utilisation de ce mode de culture, en particulier pour resoudre des 
problemes phytopathologiques. 

Resume 

Pour l'espece Vitis vinifera L. !es varietes assainies par thermotherapie in vitro, 
replacees dans !es conditions de culture au vignoble presentent une morphogenese 
inattendue. 

L'analyse discriminante portant sur des parametres foliaires permet de differen­
cier les plants temoins des plants issus de culture in vitro. Cette analyse montre egale­
ment d'une part, que la temperature de traitement n'est pas responsable des modifica­
tions morphologiques; d'autre part, que ces caracteristiques nouvelles sont stables dans 
!es conditions traditionne!les de culture au vignoble. 

L'etude de la descendance vegetative des plants modifies revele l'existence d'un 
gradient morphogenetique le long des sarments. La persistance des formes nouvelles 
n 'est pas irreversible. La pratique de la taille est responsable du maintien artificiel d'un 
fonctionnement de type juvenile consecutif a la culture in vitro. 
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