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Mieux contrdler les fluctuations de rendement grace a une meilleure
compréhension des mécanismes d’initiation et de différentiation des

primordia inflorescentiels du bourgeon latent de vigne

R&UME: Le déerminisme de la formation de la grappe reste parmi les phé&omenes les

moins bien pr&isé de la physiologie de la Vigne. La question a &&abordée de plusieurs fagns
mais les ééments de réonse obtenus ne permettent pas encore de se faire une idé synthéique
des mécanismes fondamentaux qui produisent 1’apparition des primordia inflorescentiels (PI)
en anné& N-1 et qui pourraient r&gir jusqu’a 65 a70% du rendement final en anné N. Notre
¢tude s’est donc focalisée sur (i) la caractérisation du processus de formation des PI dans les
bourgeons latents de vigne (Vitis vinifera L. Merlot) et la redéfinition de la constitution du
rendement, (ii) la compréhension des mécanismes d’initiation et de différenciation des PI et (iii)
I’évaluation des impacts de différents facteurs (ABA exogeéne, lumiére et effeuillage) sur ces

meéeanismes.

Cette éude inté&rale combinant des approches multi-&helles et multi-disciplinaires a
permis dans un premier temps de mettre en & idence le déerminisme de la phase d’induction
inflorescentielle dans la construction du rendement en identifiant trois phases cl€s du processus
de formation des Pl et en y intégrant une nouvelle notion qu’est le « déyréde ramification des
PI »; puis dans un second temps, de proposer certains modes de ré&yulation des meésanismes
d’initiation et de différenciation des PI en identifiant trois types de marqueurs précoces de la
fertilité potentielle : des marqueurs moleéulaires (VVCLE25-1, VWTFLla et VWMFTL),
biochimiques (&juilibre CKs/AlA, D-glucose et amidon), et environnementaux (ensoleillement

et tempé&ature journaliers cumulés).

L’ensemble des résultats pourra contribuer au développement d’un outil prédictif
preéeoce de la «fertilitépotentielle >>(et donc du rendement probable maximum) afin de mieux

guider et gé&er la taille et les pratiques culturales.

Mots clés : Vigne, Bourgeon latent, Primordia inflorescentiels, Initiation et diffé&enciation,
Rendement.
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Better control yield fluctuations by understanding the initiation and
differentiation mechanisms of inflorescence primordia in grapevine

latent buds

Abstract: The grape cluster formation determinism remains the one of the undefined

phenomena in grapevine physiology process. The topic has been tackled in multiple ways.
However, based on all the known information, we still are not allowed to get a synthetic idea
of the fundamental mechanisms that produce the appearance of inflorescential primordia in year
N-1 and which could govern up to 65 to 70 % of final yield in year N. Our study focuses thus
on (i) the characterization of IP formation process in grapevine latent buds (Vitis vinifera L.
Merlot) and the redefinition of yield constitution, (ii) understanding IP initiation and
differentiation mechanisms, and (iii) evaluating the impacts of different factors (exogenous
ABA, light and leaf removal) on these mechanisms.

This comprehensive study, which combines multi-scale and multi-disciplinary
approaches, firstly allowed us to highlight the determinism of inflorescence induction phase in
yield construction by identifying three key phases in IP formation process and by incorporating
a new notion which is "IP branching degree”. Secondly, it proposed certain modes of regulation
of IP initiation and differentiation mechanisms by identifying three types of early markers of
bud fruitfulness: molecular markers (VvCLE25-1, VWTFLla and VVMFT1), biochemical
markers (CKs/IAA balance, D-glucose and starch), and environmental markers (cumulative
daily sunshine and temperature).

The all-inclusive results contribute to the development of an early predictive tool of
"bud fruitfulness™ (and thereby the probable maximum yield) to better guide and manage the

grapevine training and other cultural practices.

Keywords: grapevine, latent bud, inflorescence primordia, initiation and differentiation,
yield

Unitéde Recherche

Univ Bordeaux, ISVV, EA 4577 (Enologie, F-33140 Villenave d’Ornon,
France INRA, ISVV, USC 1366 (Enologie, F-33140 Villenave d’Ornon, France






A Lingling et a Jean
pour leur presence
pour leur soutien

avec loute mon affection el reconnaissance



REMERCIEMENTS

Ce travail a @éré&lis€au sein de I’équipe de «Biochimie et Physiologie du Raisin >»de
[’Unité de Recherche (Enologie de [’Institut des Sciences de la Vigne et du Vin, sous la direction
de Madame Laurence Geny-Denis, professeur &l Université de Bordeaux. Je tiens tout d’abord
ala remercier profondément de m’avoir accueillie dans son équipe, m 'avoir confiéce sujet de
thése et m’avoir soutenue tout au long de ce travail. Sa dynamique, sa confiance, sa
disponibilité ses compéences, ses encouragements et son aide ont &&déerminants dans la
ré&lisation de cette éude. Qu’elle trouve ici [’expression de ma sincere et profonde

reconnaissance.

Mes remerciements vont également a [’ensemble des membres du jury pour leur

collaboration a [’examen de ce travail et leur participation a la soutenance.

Je remercie profondénent Madame Nathalie Vaillant-Gaveau et Monsieur Alain
Deloire qui ont acceptéd étre rapporteurs de ce travail. Je suis trés honorée de leur préence

dans ce jury ; qu’ils trouvent ici le témoignage de ma profonde reconnaissance.

Je tiens &alement aremercier Madame Nathalie Leduc, Madame Aurdie Metay et
Monsieur Marc Raynal pour I’intérét qu’ils ont manifestépour ce travail en acceptant de faire

partie de ce jury.

Ce travail a éérealiségréce au soutien financier du CIVB (Conseil Interprofessionnel
des Vins de Bordeaux). J adresse mes remerciements a Monsieur Laurent Charlier qui a suivi

tous les ans attentivement [’avancement de cette étude et qui a accepté d’étre présent dans ce
jury.

Je remercie aussi le ch&eau Ferran et notamment le chef de viticulture Monsieur
Pierre-Hubert Gory qui nous a preeieusement confiéune parcelle permettant la ré&lisation de
toutes les exp&imentations de ce travail. Je le remercie aussi pour sa disponibilitéet ses

explications pratiques et techniques.

Mes remerciements s’ adressent aussi a toute l’équipe du BIC (Bordeaux Imaging
Centre). Un grand merci &Etienne, Melina et Sabrina pour m ‘avoir aidé a réaliser sous stress
les coupes. Leurs soutiens scientifique et technique m ‘ont été tellement précieux que nul mot ne

puisse exprimer ma profonde reconnaissance.

Ce travail ne serait jamais r&lis€ dans son intégralité sans ['implication de la

plateforme Observatoire du Vé&é&al/Chimie-Métabolisme de ['INRA Centre de Versailles-



Grignon. Je tiens aremercier Gréory, sa technicienne Sylvie et tous les autres membres ;
outre vos soutiens scientifiques et techniques qui ont &é&é&déerminants dans ce travail. Votre
accueil chaleureux, votre sympathie et votre dynamisme me sont inoubliables. Je garderai avec

soin la photo du repas chinois.

Mes remerciements vont aussi ala plateforme Gé&ome Transcriptome de I’INRA de
Bordeaux et particuliecement aMonsieur Franck Salin et son ingéieur Christophe Boury pour

leur compéence et leur int& & portéanotre projet.

Je remercie également [’équipe d’EGFV, surtout Pierre-Francois qui m’a aidé a finir
les traitements des données de RNAseq. Un grand merci pour tes explications et ton efficacité

Sans ton aide, je ne serais jamais allée jusqu’au bout du traitement.

Mes mots ne seront jamais assez forts pour témoigner de ma plus profonde

reconnaissance et de ma sincére amiti€aux collégues de mon éguipe.

Je remercie d’abord Amélie et Céline pour leurs conseils et soutien scientifique,
technique et moral qui m’ont été tré chers. Leur esprit scientifique, leur rigueur et leur
motivation me serviront pour toujours de modéde. Leur implication dans la lecture et la
correction de cette these m ‘est précieuse. Je vous remercie profondément de vos amitiés et vos

encouragements.

Je tiens aussi a remercier L&, «LA » bio-informaticienne de [’équipe, qui m’a
accordé son temps pré&ieux pour les analyses statistiques des données. Je te remercie

sinc&ement pour tes compéences, ton efficacitéet ta patience.

Mes remerciements s’adressent aussi a notre technicienne Audrey, qui a passé
beaucoup de temps pour la ré&lisation des coupes, un travail fastidieux et lourd ; sans ton aide,

[’étude microscopique ne Se serait pas aussi bien effectuee.

Je remercie Julie, Pauline, Audray et Taku pour leur solidarit& leur amiti& leur

encouragement. Gr&e avous, notre ejuipe est dynamique, harmonieuse et vivante.

Je remercie &alement mon stagiaire, Giovanni qui a particip€éace travail. Merci pour
ton implication, ta rigueur et ta sympathie vénitienne. Je te souhaite bonne chance et bon

courage pour la suite.

Je remercie particuliérement mes amies Margaux, Alice et Jing avec qui j’ai partagé de
trés bons moments et mes passions pour les vins, la musique classique, la culture, la France,

les matchs de foot et de rugby, le cinéma... Vous m’avez toujours soutenu moralement durant



des pé&iodes difficiles. Je suis ravie que vous apprésiiez ma cuisine chinoise. Un grand merci

pour tout !

Mes remerciements s’adressent a tous mes amis chinois de I’ISVV, Wen, Liming et

Zhanwu pour leur partage d’expériences, leurs conseils, leur amiti€et leur soutien.

Je tiens aremercier mes copines Shiyu et Jingyi, avec qui je me suis bien amuséet
partage€bien des folies. Vos amitiés me sont le meilleur cadeau pour les 5 ans que j’ai passés

aBordeaux. Bon courage pour votre travail ou éude.

Enfin, j'adresse mes plus profondes reconnaissances et mes plus fortes émotions aux

deux personnes les plus importantes de ma vie.

Un grand merci ama meére, qui a tout fait pour que je puisse suivre mes éudes en
France. Merci amaman pour ton amour, ta patience, ton sacrifice, les dix mois que tu passes

ici en é@ant la plupart du temps solitaire afin de me soutenir physiquement et moralement !

Merci atoi Jean pour ton soutien de tout point de vue, ta patience, ton encouragement
depuis plus de 12 ans. «Le plus juste et le plus doux des sentiments est la reconnaissance >
(Jean-Pierre Claris de Florian, 1786).



VALORISATION DES TRAVAUX DE RECHERCHES

I.  Publications issues des travaux de these et autres publications
A. Bernardon-Mery, C. Richou, C. Cholet, A. Li-Mallet et L. Geny. (2017) Biostimulation de
la vigne : I'action d'un filtrat d'algues. Phytoma, N <702, p11-14.

A. Li-Mallet, A. Rabot and L. Geny. (2016). Factors controlling inflorescence primordia
formation of grapevine: their role in latent bud fruitfulness? A review. Botany, Vol. 94, N©
3, pl47-163.

A. Li-Mallet, A. Rabot and L. Geny. Is expression pattern of VvL1L, VVWMFT1 and VVTFL1A
linked to IAA/ABA balance in grapevine fruitful buds? In X International Symposium on

Grapevine Physiology and Biotechnology. Acta Horticulturae, 1188, p149-156.

A. Li-Mallet, M. Petrel, E. Gontier, C. Cholet, A. Rabot, A. Osowski et L. Geny.
Immunohistological method adaptation on grapevine seeds (Vitis vinifera L. cv. Cabernet
Sauvignon). In 10° Symposium International d’Enologie de Bordeaux. OENO 2015, Vigne et

Vin Publications Internationales, p92-95.

Il. Pré&entations affichées au cours de congré& régionaux et

Internationaux

A. Li-Mallet et L. Geny. Identification of key factors and markers of inflorescece initiation and
differentiation in the control of grapevine yield fluctuations. Journé Scientifique de I'Ecole

Doctorale des Sciences de la Vie et de la Santé& Bordeaux, 2017, France.

A. Li-Mallet et L. Geny. Is expression pattern of VvL1L, VVMFT1 and VVTFL1A linked to
IAA/ABA balance in grapevine fruitful buds? X International Symposium on Grapevine
Physiology and Biotechnology, Verona, 2016, Italy.

A. Li-Mallet et L. Geny. Understanding of inflorescence primordia initiation and
differentiation: flowering gene pattern linked to IAA/ABA balance in grapevine buds. Journé&
Scientifique de I'Ecole Doctorale des Sciences de la Vie et de la Santé Bordeaux, 2016,

France.

A. Li-Mallet et L. Geny. Identification des facteurs clé& et des marqueurs de 1’induction
inflorescentielle dans le contrde de fluctuations du rendement. Journé& Technique du Conseil
Interprofesionnel des Vins de Bordeaux, Bordeaux, 2016, France.

A. Li-Mallet, M. Petrel, E. Gontier, C. Cholet, A. Rabot, A. Osowski et L. Geny.
Immunohistological method adaptation on grapevine seeds (Vitis vinifera L. cv. Cabernet



Sauvignon), 10° Symposium International d’(Enologie de Bordeaux, Bordeaux, 2015,
France.



SOMMAIRE

INTRODUCTION GENERALE -1-
CHAPITRE1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE -5-
I CONTEXTE DE LA PROBLEMATIQUE -6-
I.1. POURQUOI EST-IL SOUHAITABLE DE POUVOIR PREDIRE ET CONTROLER LE RENDEMENT ? -6-
1.2. LA PROBLEMATIQUE : FLUCTUATION INTERANNUELLE DU RENDEMENT DE LA VIGNE -6-
Il QUELQUES RAPPELS SUR L’ANATOMIE DE LA PHYSIOLOGIE DE LA VIGNE -8-
I.L1.  STRUCTURES PERENNES -8-
1.2.  STRUCTURES CADUQUES -9-
11.3.  CYCLES DE DEVELOPPEMENT DE LA VIGNE -10-
I1.3.1. Cycle végétatif -10 -
11.3.2. Cycle reproducteur -12-
. BOURGEONS LATENTS, INITIATION ET DIFFERENCIATION DES PRIMORDIA INFLORESCENTIELS -14-
I1I.L1. FORMATION DU BOURGEON LATENT ET SON DEVELOPPEMENT -15-
I11.2.  INITIATION ET DIFFERENCIATION DES PRIMORDIA INFLORESCENTIELS -16-
I11.3.  RYTHME DE L'INITIATION ET DE LA DIFFERENCIATION DES PRIMORDIA INFLORESCENTIELS -17 -
I11.4.  FERTILITE POTENTIELLE DES BOURGEONS ET CONSTITUTION DU RENDEMENT -18-
l11.4.1. Différentes notions de la fertilité -18 -
[11.4.2. Constitution du rendement -19-
V. IMPACT DES FACTEURS ABIOTIQUES ET BIOTIQUES SUR L'INITIATION ET LA DIFFERENCIATION DES PRIMORDIA

INFLORESCENTIELS

IV.1.

V.2

IV.3.
V.4,

IMPACT DES FACTEURS ABIOTIQUES ET DES CONDITIONS ENVIRONNEMENTALES
IV.1.1. Température

IV.1.2. Lumiére

IV.1.3. Etat hydrique

IMPACT DES FACTEURS BIOTIQUES ET INTERNES

IV.2.1. Nutrition carbonée : sucres solubles et amidon

IV.2.2. Nutrition minérale

REGULATION ET EQUILIBRES HORMONAUX

REGULATIONS MOLECULAIRES

IV.4.1. Geénes CLE (homologues de CLAVATA) : genes clés de controle d’activité

méristématique

IV.4.2. Geénes MFT/FT/TFL1 et MADSS : génes de régulation d’induction florale

-21-
-21-
-21-
-24 -
-27-
-28-
-28-
-30-
-33-
-36-

-36 -
-37-



IV.4.3. Geénes VL1L (homologue de AtLECI) : géne d’induction d’embryogenése somatique -

39 -

CHAPITRE2 MATERIELS ET METHODES -40 -
. MATERIEL VEGETAL -41-
I.1. PARCELLE D’EXPERIMENTATION -41-
1.2. CONDITIONS CLIMATIQUES DES MILLESIMES ETUDIES -42-
[.2.1. 2013 -42 -
.2.2. 2014 -42 -
[.2.3. 2015 -43 -
1.2.4. 2016 -44 -
I.3. EXPERIMENTATIONS ET PRELEVEMENTS -44 -
I.3.1. Suivi du développement des bourgeons -44 -
1.3.2. Effets de la mise a I'obscurité -46 -
I.3.3. Effets de I'effeuillage -46 -
I.3.4. Effets de I'acide abscissique (ABA) exogéne -47 -
L. ETUDE MICROSCOPIQUE -49-
II.L1.  DISSECTION -49-
I1.2. FIXATION CHIMIQUE -49-
I1.3.  DESHYDRATATION ET INCLUSION -49-
I.4.  COUPES -50-
I.L5. COLORATIONS -51-
I1.5.1. Coloration au bleu de toluidine -51-
I1.5.2. Coloration APS (Acide périodique — Schiff) -51-
ll. ETUDE DE L’EXPRESSION DES GENES D’INTERET PAR PCR QUANTITATIVE EN TEMPS REEL -52-
I1.L1.  EXTRACTION DES ARN TOTAUX -52-
[1.2.  ELIMINATION DE L’ADN GENOMIQUE DES EXTRAITS D’ARN TOTAUX -53-
I1.3. QUANTIFICATION ET APPRECIATION DE LA QUALITE DES ARN TOTAUX EXTRAITS -53-
[11.3.1. Estimation de la quantité et de la contamination des ARN -53-
[11.3.2. Vérification de la qualité des ARN totaux -54 -
[11.3.3. Vérification de I'efficacité du traitement a la DNase -54 -
I1l.4.  SYNTHESE DES ADN COMPLEMENTAIRES -55-
I1.5.  ETUDE DE L’EXPRESSION DES GENES PAR PCR QUANTITATIVE EN TEMPS REEL -56-
[1.5.1. Définition des amorces - 56 -
[11.5.2. PCR quantitative en temps réel -57-
Iv. DOSAGE DES GLUCIDES -59-



IV.1.

IV.2.

V.1
V.2.
VI.

VI.1.
VI.2.

VII.

CHAPITRE3 ETUDE MORPHOLOGIQUE ET CHRONOLOGIQUE DU DEVELOPPEMENT DU

DOSAGE DES SUCRES SOLUBLES (D-GLUCOSE, D-FRUCTOSE ET SACCHAROSE)
IV.1.1. Extraction des sucres solubles

IV.1.2. Dosage des différents sucres solubles
DOSAGE DE L'AMIDON

IV.2.1. Extraction de I'amidon

IV.2.2. Dosage de I'amidon

DOSAGES HORMONAUX

EXTRACTION SIMULTANEE DE L'ABA, DE L’AIA ET DES CKS

DETERMINATION QUALITATIVE ET QUANTITATIVE DES HORMONES PAR L'UPLC

ESTIMATION DE LA FERTILITE POTENTIELLE REELLE, APPARENTE ET DU RENDEMENT

EVALUATION DE LA FERTILITE POTENTIELLE REELLE
EVALUATION DE LA FERTILITE POTENTIELLE APPARENTE ET DU RENDEMENT

TRAITEMENT STATISTIQUE DES DONNEES

-59.-
-59.-
-59.-
-60-
-60 -
-61-
-62-
-62-
-62-
-64-
-64-
-64-
-66-

BOURGEON LATENT DE VIGNE AU COURS DE LA PREMIERE ANNEE DU CYCLE REPRODUCTEUR - 67 -

APPROCHE MICROSCOPIQUE : DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE DE L’EVOLUTION DES BOURGEONS LATENTS DE

VIGNE AU COURS DE LEUR PREMIERE ANNEE DE FORMATION

I.1.
1.2.
1.

PRIMORDIA AU SEIN DE BOURGEONS LATENTS DE VIGNE AU COURS DE LEUR PREMIERE ANNEE DE FORMATION

I.1.
11.2.
ll.

LES BOURGEONS AU COURS DE LEUR PREMIERE ANNEE DE DEVELOPPEMENT ET LE RENDEMENT

I.1.
I.2.
V.

CHAPITRE4 ETUDE DES MECANISMES DE REGULATION DES PHASES D’INITIATION,

RESULTATS

DISCUSSION

APPROCHE MICROSCOPIQUE : DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE ET ANATOMIQUE DE L’EVOLUTION DES

RESULTATS

DISCUSSION

-68 -
-68 -
-70-

-72-
-72-
-74-

RELATIONS ENTRE LA CHRONOLOGIE D’ APPARITION DE FORMATION DES PRIMORDIA INFLORESCENTIELS DANS

RESULTATS
DISCUSSION

DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

-78-
-78-
-80-
-83-

DIFFERENCIATION ET RAMIFICATION DES PRIMORDIA INFLORESCENTIELS DU BOURGEON LATENT

DE VIGNE : APPROCHE MOLECULAIRE, BIOCHIMIQUE ET HORMONALE

-89 -

APPROCHE MOLECULAIRE : ETUDE DE 6 GENES CANDIDATS AU COURS DE L’EVOLUTION DES BOURGEONS

LATENTS DE VIGNE LORS DE LEUR PREMIERE ANNEE DE FORMATION

-90-



I.1. GENES IMPLIQUES DANS LA REGULATION DE L’INITIATION AU NIVEAU DES MERISTEMES -90-

I.1.1. Gene VCLE25-1 -91-
I.1.2. Gene VVCLE-TDIF -93-
[.1.3. Géne WLI1L -94 -
1.2. GENES IMPLIQUES DANS LA REGULATION DE LA TRANSITION FLORALE -95-
[.2.1. Géne VWMADS8 -95-
[.2.2. Géne WTFL1a -96 -
1.2.3. Géne WWMFT1 -97 -

Il. APPROCHE HORMONALE : ETUDE DE 3 FAMILLES DE REGULATEURS DE CROISSANCE (ACIDE INDOLE 3-

ACETIQUE, ACIDE ABSCISSIQUE ET CYTOKININES) AU COURS DE L’EVOLUTION DES BOURGEONS LATENTS DE VIGNE LORS

DE LEUR PREMIERE ANNEE DE FORMATION -100 -
II.1.  ACIDE INDOLE 3-ACETIQUE (AIA) -100 -
[1.L1.1. Résultats -100 -
[1.1.2. Discussion -101 -
I1.2.  CYTOKININES (CKS) -102 -
I1.2.1. Résultats -102 -
[1.2.2. Discussion -103 -
I1.3.  ACIDE ABSCISSIQUE LIBRE -104 -
I1.3.1. Résultats -104 -
[1.3.2. Discussion -105 -

1. APPROCHE BIOCHIMIQUE : ETUDE DE GLUCIDES AU COURS DE L’EVOLUTION DES BOURGEONS LATENTS DE

VIGNE LORS DE LEUR PREMIERE ANNEE DE FORMATION -107 -
III.1.  RESULTATS -107 -
I11.2.  DISCUSSION -108 -
V. DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION -113-

CHAPITRES5 ETUDE DES EFFETS DE LA MODULATION DES TENEURS EN ABA, DE LA MISE A

L’OBSCURITE ET DE L’EFFEUILLAGE SUR LES MECANISMES D’INITIATION, DIFFERENCIATION ET

RAMIFICATION DES PRIMORDIA INFLORESCENTIELS DES BOURGEONS LATENTS DE VIGNE -122 -

l. EFFETS DE LA MODULATION DES TENEURS EN ABA SUR L'INITIATION, LA DIFFERENCIATION ET LA

RAMIFICATION DES Pl DES BOURGEONS LATENTS DE VIGNE -124-
1.1. RESULTATS -125-
I.1.1. Effets des traitements sur les teneurs en ABA libre, AlIA libre et cytokinines -125-

I.1.2. Effets des traitements sur I'expression des génes remarquables VWCLE25-1, WTFL1a et
WMFT1 -125-

I.1.3. Effets des traitements sur les teneurs en glucides -126-



1.2 DISCUSSION -126-
. EFFETS DE LA « MISE A L’OBSCURITE DES BOURGEONS » SUR L’INITIATION, LA DIFFERENCIATION ET LA
RAMIFICATION DES PRIMORDIA INFLORESCENTIELS -132-
II.1.  RESULTATS -133-
I1.L1.1. Effets de la mise a I'obscurité sur le poids moyen et I'organisation ontogénique des
bourgeons -133-
I1.L1.2. Effets de la mise a I'obscurité sur les teneurs en ABA libre, AIA libre et cytokinines
-133 -

11.1.3. Effets de la mise a I'obscurité sur I'expression des génes remarquables VWCLE25-1,

WTFL1a et VWMIFT1 -134 -
I1.L1.4. Effets de la mise a I'obscurité sur les teneurs en glucides -134 -
11.2. DISCUSSION -134 -

ll. EFFETS DE L’EFFEUILLAGE SUR L'INITIATION, LA DIFFERENCIATION ET LA RAMIFICATION DES PRIMORDIA

INFLORESCENTIELS DES BOURGEONS LATENTS DE VIGNE -139-

I11.L1.  RESULTATS -140-
11.1.1. Effets de I'effeuillage sur le poids moyen des bourgeons, la fertilité apparente et le
volume des grappes - 140 -
l11.1.2. Effets de I'effeuillage sur les teneurs en ABA libre, AIA libre et cytokinines - 140 -

I11.1.3. Effets de 'effeuillage sur I'expression des génes remarquables VWCLE25-1, WTFL1a et

WMFT1 -140 -
I11.L1.4. Effets de 'effeuillage sur les teneurs en glucides -140 -
I1.2.  DISCUSSION -141-
Iv. DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION -145 -
CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES - 150 -
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES - 166 -

ANNEXES -191-




LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Organisation des différents organes d’un pied de VIigne. .........ccooevvrieneiinie i 8
Figure 2 : Relation entre le rendement moyen (kg/pied) et le poids des rameaux (kg/pied) pour le
Colombard greffé sur 25 porte-greffes diffé&ents dans un sol & salinité éeveée (vignoble
d’expérimentation @ RODEITSON). .. ....ocviiiiiiiiiiii e 9
Figure 3 : Organisation du rameau principal de VIgNe. ..........ccooeiiiiiiiiiiiiieseecee s 9
Figure 4 : Cycle de développement de la vigne sous climat temp&eérepréentant les diffé@ents stades
phénologiques et PhYSIOIOGIGUES. ........ocueiiiiieiiii et 10
Figure 5 : Modifications biochimiques de la base du sarment en fonction des stades phé&ologiques. 10
Figure 6 : Bourgeons au stade 05 de I’échelle BBCH. (A) bourgeon avec pleurs ; (B) bourgeon dans le
[610] (o] 1 TR SO PP U R OTPUPPUPRPPI 12
Figure 7 : Courbe de croissance et de développement de la baie. ........ccccevviveiiiicicc i, 12

Figure 8 : Evolution des molécules d’intérét cenologique a partir de la véraison jusqu’a la surmaturité

Figure 9 : Organisation d’un nceud du rameau principal de VIgNE. .......cccvevviveiieiesecne s 14
Figure 10 : (a) Morphologie du bourgeon latent &la fin de sa diffé&enciation ; (b) Diagramme en coupe
transversale de I’organisation d’un bourgeon latent de vigne ; (¢) Coupe longitudinale du bourgeon
JAEEINT. .ttt r e 15
Figure 11 : Théorie sympodiale illustrant le rythme précis de la croissance du rameau et de 1’insertion
ES TIOBUAS. ...nveieie ettt h e bt a et e bt e b e ek e R et et e ebe e nhe e she e naeenanennnas 15
Figure 12 : Organisation des pic¢ces primordiales d’un bourgeon latent aprés dissection et observation
€N MICTOSCOPE ADAIAYAGE. ... c.eeviiiiiieiiit ettt bbb 16
Figure 13 : Développement de I’apex du rameau, de la vrille et de I’inflorescence a partir du méristéme
apical et de I"anlage). .......cvoiriiiiiiiice e s 17
Figure 14 : Effet de la tempé&ature sur le nombre moyen de primordia inflorescentiels par bourgeon
pour les 12 bourgeons de 1a base du ramEaU. ..........c.coviiiiiiiieiie e 22
Figure 15 : Mé&aphase avec chromosomes aligné sur le plan &juatorial dans le noyau d’une cellule
méristématique d’un primordium inflorescentiel. ...........ccooviiiiiiiiiii 23
Figure 16 : A) Effet des niveaux d’exposition a la lumiére sur le potentiel de fertilité des bourgeons
expriméen indice de fertilit€intégrale (IFT) selon les cépages et la position de nceud. IFI est la
somme de diaméres maxima moyens de tous les primordia inflorescentiels (mm) issus des
bourgeons en dormance ; B) Effet des niveaux d’exposition a la lumiére sur la contribution des
bourgeons secondaires au potentiel de fertilitédes bourgeons selon les céages et la position de
10T+ 1 T« FR U U PP OT TR RPRRR 25
Figure 17 : Effet du statut hydrique et azot&(A aD : en saison 1 ; E &H : en saison 2) sur la fertilitédes
bourgeons et le nombre de baies par grappe a maturité en saison 2 chez la Syrah et I’ Aranel au

COUTS 08 UEUX SAISONS SUCCESSIVES. ..eteeeetseeuereeteesesssasesreeesesssssaasereeesesssssaassreeesesssssaessreessesssssnnns 27



Figure 18 : Dé&ermination des éventuelles p&iodes critiques de la mise en fertilitédes bourgeons (A)
déermination par corréation avec le nombre de baies par grappe ; (B) dé&ermination de la p&iode
sensible au stress hydrique (FTSW : fraction of transpirable soil water) ; (C) corrdation entre le
stress hydrique durant la pé&iode critique de la saison 1 et la fertilitédes bourgeons pour la saison
2 ; (D) corréation entre le stress hydrique durant la p&iode critique de la saison 1 et le nombre de
baies par grappe de 18 SAISON 2. ........ooiiiiiiiiieise e 31

Figure 19 : Effets de ’apport de P sur le nombre de primordia inflorescentiels par bourgeon chez le
Carignan Un et dEUX @NS APIES. .......c.eiveieeireiieeee st eeerte e e e e te st e stesteesbesteereesbesreeeestesnsesbesteenbesreas 32

Figure 20 : Effets d’un ajout de cytokinines (10 uM de PBA) sur I’expression relative de (a) VWTFL1a,

(b) VAP1 et (c) VFL dans les vrilles du Thompson Seedless cultivées sans (en gris) ou avec (en

3 10] [ SR RPSPRORP 34
Figure 21 : Analyse des effets des cytokinines (PBA) sur le phénotype des vrilles cultivées avec 10 UM
(0T o] 2 SRR 34

Figure 22 : Mode de fonctionnement du maintien des cellules mé&isté@natiques dans le mé&istéme apical
de 17aX@ PIINCIPAL ..ottt bbbttt e ettt nbe e sbe e sae e nanennnas 37
Figure 23 : Hypothése de moddée de fonctionnement de la diffé&enciation des méisté@nes. Triangle
orange représente le degréde ramification des MEIStAMES. ..........cccevvrereieiieieeiesie e 38
Figure 24: Modé¢le d’interactions des régulateurs contrélant 1’embryogenése somatique chez
ATADTAOPSIS. ..ttt h bbbt b bbb 39
Figure 25 : Localisation de la parcelle d’étude. ..........ccoiiiiiiiiiiciiiiiie e 41
Figure 26 : Schéma représentatif de la position des bourgeons NO, N1 et N2 préevés (points rouges)
S0 TS0 T o 1SS 44
Figure 27 : Photos représentant les modalités d’application de (A) la mise a 1’obscurité ; (B) des
traitemMeNnts NOMMONAUX. ....ocviiiiiieie ettt et e e esteene e besra e e e sreeneeseenres 46
Figure 28 : Zone de bourgeons primaires fixés pour I’étude microscopique avec &apes de dissection (A)
zone de préévement de la partie centrale (entre les lignes rouges) contenant les primordia
inflorescentiels ; (B) vue longitudinale de la zone coupé& (largeur = 7 mm) avant &imination du
DOUIGEON SECONTAITE. .....cvviiiiiiitc ettt be e te e be s re e e e beaneesresteenbesreas 49

Figure 29 : Electrophorese sur 1% de gel d’agarose des ARN totaux extraits (A) avant le traitement a

la DNase et (B) aprés le traitement @la DNASE. .......cccccveiiiieiiieie e 54
Figure 30 : Programme de PCR quantitative en temps réel...........cccocvveiieiiiecic e 57
Figure 31 : Rameau primaire de Merlot 35 jours aprés le débourrement. ..........ccccoeeeeveveeviccecie e, 69

Figure 32 : Evolution morphologique des bourgeons latents en formation au cours de la premiée anné
AU CYCIE FEPIOUUCTEU. ...ttt bbb 69
Figure 33 : Evolution du poids moyen d’un bourgeon latent au cours de son développement durant la
premi&e anneée de formation en 2014, 2015 €t 2016........cccecvrieieeveresireiese e 70
Figure 34 : Evolution morphologique des structures reproductrices du bourgeon latent de vigne au cours

de la premiée année de développement (ANNEE 2016). ......oovvveririieriinieieeeese s 72



Figure 35 : Evolution anatomique des structures du bourgeon latent de vigne au cours de la premiée
année de développement (année 2014 : B, D, F, Hetanné& 2015: A, C,E, G, D)..ccvevvvcreiennnne. 73
Figure 36 : Evolution du nombre de (A) primordia foliaires (PF), (B) primordia inflorescentiels non
difféenciés et (C) primordia inflorescentiels difféencié dans les 3 types de bourgeons (NO, N1
et N2) au cours de leur premiée anné& de déeloppement (annNee 2016). .......ccevvvrereriereennnn. 74
Figure 37 : Cumul des indicateurs thermiques et pluviomériques en 2014, 2015 et 2016 avec (A)
sommes (base 10) des tempé&atures moyennes journaliées cumulées et (B) sommes des heures
d’ensoleillement journalier CUMUIE. .........cccooiiiiiiiieiiie i eseeeen 74
Figure 38 : Evolution de la tempé&ature moyenne aBordeaux depuis 1900. ..........cccccevevvveveieiiernenne. 75
Figure 39 : Date (en jour julien) de diffé&ents stades phé&ologiques de la vigne entre 1945 et 2000 &
BOTUBAUX. ...ttt ettt b etttk bttt R bbbttt ene s 76
Figure 40 : Estimation (A) du nombre moyen d’inflorescences a la floraison et (B) du volume moyen
des grappes au stade «fermeture de grappe >»pour les 3 mill&imes &udiés. ................ccocue....... 78
Figure 41 : Répartition des grappes (%) en fonction de leur volume pour les 3 mill&imes éudiés.... 79
Figure 42 : Estimation (A) du nombre moyen d’inflorescences a la floraison et (B) du volume moyen

des grappes au stade «fermeture de grappe >>par rameaux issus des 3 types de bourgeons en 2016

B 2007, R Rttt R bbb e r s 79
Figure 43 : Réartition des grappes (%) en fonction de leur volume dans les NO, N1 et N2 en 2015 et
2008, . E R R R E bR R R R R R Rt R e bbbt r e 80

Figure 44 : Evolution de I’expression de VVCLE25-1 au cours du développement des bourgeons latents
de vigne de type NO, N1 et N2, pendant la premi&e anné du cycle de développement en (A) 2014,
(B) 2015 €1 (C) 2016. .. .c.eeierierieieeieeie ettt ettt sttt b e bt sttt aer e be et e aenenes 91
Figure 45 : Evolution de I’expression de VVCLE-TDIF au cours du déseloppement des bourgeons
latents de vigne de type NO, N1 et N2, pendant la premiée anné& du cycle de déseloppement en
(A) 2014, (B) 2015 €1 (C) 20L6. .evevvevereeieieriieiesieresieeseeesiesesseestesesse et st ssesessesessesessesessesessens 93
Figure 46 : Evolution de I’expression de VVL1L au cours du déeloppement des bourgeons latents de
vigne de type NO, N1 et N2, pendant la premiée anné du cycle de développement en (A) 2014,
(S 0 =1 A (O 40 PSP 94
Figure 47 : Evolution de I’expression de VVMADS8 au cours du déeloppement des bourgeons latents
de vigne de type NO, N1 et N2, pendant la premiée année du cycle de développement en (A) 2014,
(S 20 =L A (O 140 TSRS 95
Figure 48 : Evolution de I’expression de VVTFL1a au cours du développement des bourgeons latents de
vigne de type NO, N1 et N2, pendant la premiére anné du cycle de développement en (A) 2014,
(B) 2015 €1 (C) 2016, .. .ceeierierieiieieeie e siesieie et e et sttt e sesbesbesr et s e e rearenresre st st neeeneas 96
Figure 49 : Evolution de I’expression de VVMFT1 au cours du développement des bourgeons latents de
vigne de type NO, N1 et N2, pendant la premiée anné du cycle de développement en (A) 2014,
(B) 2015 €1 (C) 2016, .. .ceeierieieeieeieeiesiese sttt ettt sttt st et e sttt raereere et e naenenes 97



Figure 50 : Evolution de la teneur en AlA au cours du déeloppement des bourgeons latents de vigne
de type NO, N1 et N2, pendant la premi&e année du cycle de déeloppement en (A) 2015 et (B)
2006, .ottt ettt r e R e R e R e be e te A e et e st e Rt e R e e Reebenrenrente st et et anen 100

Figure 51 : Evolution de la teneur en tZR5MP au cours du déeloppement des bourgeons latents de
vigne de type NO, N1 et N2, pendant la premiee anné& du cycle reproducteur en (A) 2015 et (B)
2006, .ottt ettt h e R et e R e R e be s et et e At e Rt e Reereeteebe st et et et et enen 101

Figure 52 : Evolution de la teneur en tZR au cours du développement des bourgeons latents de vigne

de type NO, N1 et N2, pendant la premiée année du cycle reproducteur en (A) 2015 et (B) 2016.

Figure 53 : Evolution de la teneur en tZROG au cours du développement des bourgeons latents de vigne

de type NO, N1 et N2, pendant la premiée année du cycle reproducteur en (A) 2015 et (B) 2016.

Figure 54 : Evolution de la teneur en tZ9G au cours du développement des bourgeons latents de vigne

de type NO, N1 et N2, pendant la premiée année du cycle reproducteur en (A) 2015 et (B) 2016.

Figure 55 : Modéle actuel des voies de biosynthése des cytokinines chez Arabidopsis thaliana...... 104
Figure 56 : Evolution du rapport CKs actives/AlA au cours du déeloppement des bourgeons latents de
vigne de type NO, N1let N2, pendant la premié&e année du cycle reproducteur en (A) 2015 et (B)
2016, ettt ettt R R Rt R R R R AR Rt Rt R et R et bt Re st nene et ene e 105
Figure 57 : Evolution de la teneur en ABA libre au cours du développement des bourgeons latents de
vigne de type NO, N1 et N2, pendant la premiée anné& du cycle reproducteur en (A) 2015 et (B)
2006, .ottt et et et Rt e Rt R e R e beeae et et et et e rtereeaeereeteerenrenretenen 105
Figure 58 : Evolution de la teneur en D-glucose au cours du développement des bourgeons latents de
vigne de type NO, N1 et N2, pendant la premi&e anné& du cycle reproducteur en (A) 2015 et (B)
2016, ettt ettt R Rt E et R R R R e AR Rt e Rttt R et n et e n et re s 107
Figure 59 : Evolution de la teneur en D-fructose au cours du déseloppement des bourgeons latents de
vigne de type NO, N1 et N2, pendant la premiée anné& du cycle reproducteur en (A) 2015 et (B)
2016, ettt ettt R Rt E et R R R R e AR Rt e Rttt R et n et e n et re s 108
Figure 60 : Evolution de la teneur en saccharose au cours du développement des bourgeons latents de
vigne de type NO, N1 et N2, pendant la premiée anné& du cycle reproducteur en (A) 2015 et (B)
2016, ettt ettt £ Rt E et R et R et R e R R e ARt et e Rt R et R et Rt et nere e re e 109
Figure 61 : Evolution de la teneur en amidon au cours du développement des bourgeons latents de vigne

de type NO, N1 et N2, pendant la premiée année du cycle reproducteur en (A) 2015 et (B) 2016.

Figure 62 : Localisation de I’amidon dans les bourgeons latents de vigne &159JAD. .............cc....... 111
Figure 63 : Repré&entation ACP des difféentes variables suivies &35JAD durant la premi&e annee de

développement des bourgeons en 2015 et 2016. .......c.oovevereiririniie e 117
Figure 64 : Repré&entation ACP des difféentes variables suivies &88JAD durant la premi&e annee de

déreloppement des bourgeons en 2015 €t 2016. .......cccevevieeiiiiiece e 118



Figure 65 : Repré&entation ACP des difféentes variables suivies 2159JAD durant la premi&e anné&
de développement des bourgeons en 2015 et 2016.........ccceoveeeieeninieienerieeeese e 119
Figure 66 : Effets des traitements modifiant le métabolisme de I’ABA sur les teneurs en (A, B) ABA-
libre, (C, D) AIA libre et (E, F) tZR dans les bourgeons 48h et 7 jours aprés 1’application. ..... 125
Figure 67 : Effets des traitements modifiant le métabolisme de I’ ABA sur I’expression des génes (A, B)
VVCLE25-1, (C, D) WTFLla et (E, F) VWMFT1 dans les bourgeons 48h et 7 jours apres
LY 5) o) 1o 1 (o) s FA TP RTRR 126
Figure 68 : Effets des traitements modifiant le métabolisme de I’ABA sur les teneurs en (A, B) D-

glucose, (C, D) D-fructose et (E, F) amidon dans les bourgeons 48h et 7 jours aprés 1’application.

.................................................................................................................................................... 127
Figure 69 : Effets de la durée de mise a I’obscurité sur le poids moyen des bourgeons NO, N1 et N2 en
2016, ettt ettt Rt E et R et R et Rt b e R e ARt et e R e R et et e e n et et e s retere e 133

Figure 70 : Comparaison microscopique des primordia formé& dans les bourgeons NO, N1 et N2 en
fonction de la date de mise a 1’obscurité en 2016. (A-C) : témoins ; (D-F) : Obs60 et (G-I) : Obs103.

.................................................................................................................................................... 133
Figure 71 : Effets de la mise a 1’obscurité sur les teneurs en (A) ABA libre, (B) AIA libre et (C) tZ9G
dans les bourgeons NO, N1 et N2 €N 2016. ........ccccurereiereieieinesiesie e 134
Figure 72 : Effets de la mise a ’obscurité sur I’expressions des génes (A) VVCLE25-1, (B) VvTFL1a et
(C) VWMFT1 dans les bourgeons NO, N1 et N2 en 2016. .........ccccereriereiieiiiininceesese e 134
Figure 73 : Effets de la mise a 1’obscurité sur les teneurs en (A) D-glucose, (B) D-fructose, (C)
saccharose et (D) amidon dans les bourgeons NO, N1 et N2 en 2016. ........ccccecevveiverevneiennnn, 135
Figure 74 : Effets de I’effeuillage sur (A) le poids moyen d’un bourgeon, (b) la fertilit€potentielle
apparente en 2017 et (C) le rendement eStimEen 2017. ........cccuverineieneieiesese e 140
Figure 75 : Effets de ’effeuillage sur les teneurs en (A) ABA libre, (B) AIA libre, (C) tZR et (D) tZROG
dans les bourgeons NO, N1 €t N2 €N 2016.........cccoeieiiiiieiieieeie e 141
Figure 76 : Effets de I’effeuillage sur I’expression des génes (A) VVCLE25-1, (B) VvTFL1a et (C)
VVMFT1 dans les bourgeons NO, N1 et N2 €N 2016. .........ccccoeveieeiieiieiciesee e 141
Figure 77 : Effets de I’effeuillage sur les teneurs en (A) D-glucose, (B) D-fructose, (C) saccharose et
(D) amidon dans les bourgeons NO, N1 et N2 €N 2016. ........cccceveeiiiiiiieie e 142

Figure 78 : Repréentation ACP des diffé&entes variables suivies a159JAD durant la premiée année
de développement des bourgeons en 2015 et 2016 incluant la fertilitépotentielle apparente des
bourgeons et le rendement ESHIME ..o e e 161

Figure 79 : Repréentation ACP des diffé&entes variables suivies a35JAD durant la premiére anné& de
développement des bourgeons en 2015 et 2016 incluant la fertilit€ potentielle apparente des
bourgeons et le rendement BSHIME ..o s 162

Figure 80 : Repré&entation ACP des difféentes variables suivies 260JAD durant la premi&e annee de
développement des bourgeons en 2015 et 2016 incluant la fertilité potentielle apparente des

bourgeons et le rendement ESHIME............oov i 163



Figure 81 : Schéma bilan des relations observéss entre les marqueurs biochimiques, hormonaux et
molé&eulaires au cours des diffé&entes phases de développement du bourgeon latent de vigne lors

de la premiée annee du CYCle reproUCTRUL. .......coiuiiiiieieieees e 164



LISTE DES TABLEAUX

Tableau | : Effets de la durée d’exposition sur le nombre moyen de primordia inflorescentiels par
bourgeon pour les bourgeons de la base 1-12, le poids moyen des primordia inflorescentiels dans
les bourgeons de position 12 et la masse séehe moyenne des plantes (feuilles + rameaux + racines)
13 semaines apres AEDOUITEMENL. .....ccviiiiiviiieiie it ste ettt re st sbe s te e s e sbesreebeste e e e stanens 25

Tableau Il : Effets de I’irrigation sur la viabilité des bourgeons et leur potentiel de fertilité chez le
THOMPSON SEEAIESS. ...cuvveiiieiiieee e s st e st e s s e et e e e e sbe e sreesreesneeeseeenteesteesree s eens 25

Tableau 111 : Corrdations entre les paraméres de maturitédes fruits, de fertilit&et de la ré&istance au
(0] Lo PRSP SR 29

Tableau IV : Effets d’une fertilisation en azote (N), en phosphore (P) et en potassium (K) sur la taille
des primordia inflorescentiels dans les bourgeons de la base en 4@me et 6@me rang.................... 29

Tableau V : Conditions climatiques de 2013, 2014, 2015, 2016 €t 2017......c..cceocvrcveerreieerereeeeneenn 42

Tableau VI : Dates de la mi-floraison et de la mi-véaison du Merlot des 9 derniées annés comparees
aux normales des 20 derniées années dans la région bordelaise. ...........ccoccovieiiriiniiinciicnee, 44

Tableau VII : Dates d’échantillonnage pour 1’étude de suivi du développement des bourgeons en 2014,

2015 et 2016 et stades de développement des baies correspondants. ..........ccceeveverviieveseeiennens 45
Tableau VIII : Analyses réalisées pour 1’étude du suivi de développement des bourgeons en 2014, 2015
LY 2 0 TSSO SR 45
Tableau IX : Dates de mise a I’obscurité pour 1’étude des effets de la lumiére en 2016 ..................... 46
Tableau X : Oligonuclétides utilisé& en PCR quantitative en temps ré&l. ..o, 55

Tableau Xl : Protocole de dosage du D-glucose et du D-fructose par cascades de réactions
BNZYMALIGUES. ..vvveiveetieite ettt ettt et e st e et e s te et e st e e be e st e sbeeseesbesteeseesbeeneesbeeseesbesaeeneenbeaneesrenres 59
Tableau XII: Conditions d’analyse en UPLC de I’ABA, de I’AIA et des CKs et paramétres
instrumentaux de 1a SPECITOMEINIE U8 MASSE......cceiieiieciecie ettt st sre e re s 62
Tableau XI11 : Correspondance en nombre de jours aprés débourrement entre les stades clé& définis par
Carolus et les dates caract&is€es dans NOtre GUE. ............evveeeereiereiese e 75
Tableau X1V : Evolution des stades phéologiques de Merlot aBordeaux............cccceeeeeeieieenennnn, 76
Tableau XV : Correspondances morphologiques et ontogéniques des bourgeons éudiés par rapport aux
stades définis par Carolus (1970) et &la classification BBCH. .........c.cccccevviiiiiiiieivce e 87
Tableau XV1 : Tableau statistique représentant la significativitédes diffé&ences entre les stades au cours

de la premié&e année du développement des bourgeons latents pour 6 génes en 2014, 2015 et 2016.


file:///I:/Anna_LI_MALLET/Etudes/Doctorat/redaction%20these/Version%20electronique%20finale%20these%20Anna%20LI/Version%20numérique%20finale%206.docx%23_Toc506171424
file:///I:/Anna_LI_MALLET/Etudes/Doctorat/redaction%20these/Version%20electronique%20finale%20these%20Anna%20LI/Version%20numérique%20finale%206.docx%23_Toc506171424
file:///I:/Anna_LI_MALLET/Etudes/Doctorat/redaction%20these/Version%20electronique%20finale%20these%20Anna%20LI/Version%20numérique%20finale%206.docx%23_Toc506171424

L_ISTE DES ANNEXES

Annexe 1 : Matrice des corrélations de I’ensemble des variables selon le test de Pearson.



nm

Instruments et techniques :
C18

CT

ESI

G/C

MS
PCR
RNAseq

RT Q-PCR
TQS

UPLC

uv

ABREVIATIONS

DegrécCelsius
Degré&jour de croissance
Microlitre

Micrométre

Absorbance

Centimétre cube
Gramme

Hauteur de feuillage apres rognage/Ecartement des rangs
Hectare

Hectolitre

Kilogramme

Litre

Lumen par métre carré
Mole par litre
Miligramme

Minute

Mililitre

Milimetre

Mole

Mégapascal
Nanogramme
Nanométre

Revolutions per minute /
Tour par minute
Voltage

Volume

Carbone 18

Cycle Threshold

Electrospray ionization /

lonisation par @eetrospray

Guanine/Cytosine

Mass spectrometry/Spectromérie de masse

Polymerase Chain Reaction /

Réction en chame par polymé&ase

Whole transcriptome shotgun sequencing /

S&juen@ge al&toire du transcriptome entier

Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction
Trip quadrupole mass spectometer /

Spectrométre de masse triple quadripde

Ultra Performance Liquid Chromatography /
Chromatographie en phase liquide aultrahaute performance
Ultraviolet



Solvants et réctifs :

BET
CTAB
DMSO
dNTPs
EDTA
HCI
IAA
LiCl
MgCl:
0sOq4
PVPP
TAE

Genes et proteines :

AP1
CLE
CLV
EF1
FT
L1L
LFY
MFT
SAND
soc1
TDIF
TFL1
WUS

Bromure d’éthidium

Bromure d’héxadecyltriméthylammonium
Diméhylsulfoxyde
Dé&soxyribonucléntides

Acide éhylene diamine téraacé&ique
Acide chlorhydrique

Alcool isoamylique

Chlorure de lithium

Chlorure de magné&ium

Tétroxyde d’osmium
Polyvinylpolypyrrolidone
Tris-acé&ate-acide éhyléne diamine té&raacé&ique

APETALA1

CLAVATAS/ESR

CLAVATA

Elongation Factor 1

FLOWERING LOCUS T
LEAFY-COTYLEDON 1-like
LEAFY

Mother of FT and TFL1

Sp100, AIRE-1, NucP41-75, DEAF-1

SUPPRESOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1

Tracheary element diffrentiation inhibition factor
TERMINAL FLOWER 1
WUSCHEL






Introduction générale




Pour la production de vins de qualité le rendement et la qualitédes baies sont deux
aspects essentiels pour le viticulteur qui recherche un éjuilibre entre quantitéet qualité pour
d’un coté assurer son chiffre d’affaires, et d’un autre coté atteindre le niveau qualitatif désiré.
Or, chagque année on observe une grande variabilitédans les rendements, avec des conseguences
importantes en termes d’organisation du travail, d’orientation des pratiques viticoles et
vinicoles, d’¢équilibre économique a I’échelle de I’exploitation, mais aussi a 1’échelle régionale,
nationale et mondiale. En France, depuis une dizaine d’années, de fortes fluctuations de
rendement inter-millé&imes ont é&é&constatees : 2008, 2012, 2013 et 2014 sont des mill&imes
de petits volumes alors qu’en 2015 et 2016 les rendements éaient plus devés. Ces variations
interannuelles sont dues a de nombreux facteurs aussi bien externes (conditions
environnementales fluctuantes, pratiques culturales) qu’internes (vigueur de la souche,
&éjuilibres hormonaux, patrimoine généique, relation porte-greffe/greffon...), mais leurs effets
cumulé sont mal connus. Dans la ré&yion bordelaise, les é&é& 2007 et 2013 ont é&érelativement
frais avec un déficit en ensoleillement, semblant responsable de petits rendements en 2008 et
2014. Au contraire, les mill&simes 2011 et de 2012 &aient trés secs mais ils ont aussi &ésuivis
de faibles rendements en 2012 et en 2013. En revanche, 1’été 2014 fut chaud et humide et une
forte sortie des inflorescences fut observes en 2015. De la mé&ne manié&e, en 2015 le printemps
fut doux et 1’été chaud, pouvant engendrer une trés forte sortie et un fort rendement en 2016

(Geny-Denis, 2015). Ainsi les millé&imes se suivent mais ne se ressemblent pas.

Les &apes de la construction du rendement sont complexes et la formation des grappes
se dé&oule sur deux annéss conseésutives. La premige anneé correspond ala formation des
primordia inflorescentiels dans les bourgeons latents, qui ne donnent en principe jamais de
pousse I’année de leur formation. La deuxiéme année est caract&ises par I’épanouissement de
ces bourgeons au printemps (déourrement) donnant naissance aun rameau fructifée sur lequel,
apres la floraison, les baies pourront se développer et murir. De nombreuses éudes ont montré
que le rendement pouvait varier de 15% jusqu’a plus de 35% d’une année a I’autre (Bessis,
1965 ; Clingeleffer, 1984 ; Bramley, 2005). Pour certains auteurs (Dry, 2000 ; Dunn and Martin,
2007 ; Clingeleffer et Krstic, 2001 ; Clingeleffer, 2010 ; Guilpart et al., 2014), 60% de la
variation saisonniée du rendement pourraient &re expliqués par un fonctionnement plus ou
moins optimum de la phase de formation des primordia inflorescentiels (PI) dans les bourgeons
au cours de la premiée anné& du cycle, laissant penser que cette phase est primordiale pour

I’élaboration du rendement.



Ce sujet d’¢tude est relativement ancien. De nombreux travaux ont été réalisés entre les
anné&s 1960 et 1990 et ont apporté des connaissances essentielles d’un point de vue
morphologique sur les mécanismes d’initiation et de différenciation des primordia
inflorescentiels dans le bourgeon latent (Pouget, 1963 ; Bessis 1965, Carolus, 1970 ; Alsaidi,
1975). Entre 1960 et 1990, ces approches morphologiques ont été complétées par 1’étude des
effets de difféents facteurs hormonaux (cytokinines, gibbé&ellines, auxines),
environnementaux (lumiee, tempé&ature, éat hydrique) ou culturaux (rognage, effeuillage)
(May et Antcliff, 1963 ; Baldwin, 1964 ; May, 1965 ; Buttrose, 1969a, 1969b, 1969c, 1969d ;
Loveys et al., 1973 ; May et al., 1976 ; Srinivasan et Mullins, 1978, 1979 ; Carbonneau et
Casteran, 1979 ; Kliewer, 1982). Cependant, la plupart de ces éudes ont &é&conduites sous
conditions contrdeées et se sont focaliseées sur les effets, sans vision intégrative de 1’ensemble
de ces facteurs. Plus réeemment (depuis 5 ans), ces th@natiques ont &éereprises soit par des
approches génétiques et moléculaires mettant en évidence 1’existence de génes impliqué dans
I’induction et I’initiation florale et dans la floraison (Diaz-Riquelme et al., 2012), soit par des
approches mathématiques visant adévelopper des modées predlictifs du rendement (Guilpart
et al., 2014). Mais finalement, les méanismes de ré&gulation de la formation des PI dans les
bourgeons restent non @ucidés et les causes de la variabilitéde fertilitéobserveée dans les
vignobles sont encore mal connues. A Bordeaux, les derniers travaux portant sur cet objet datent
de 1970.

Pour essayer d’apporter des données nouvelles sur cette thématique, nous avons décidé
de raliser une éude int&rative en plein champ combinant des approches biochimiques,

mol&ulaires, hormonales, microscopiques, statistiques et de :

- caracté&iser anouveau le processus de formation des primordia inflorescentiels dans
les bourgeons latents de vigne du Merlot de la région bordelaise au regard de la modification

climatique depuis 40 ans ;

- apporter des donné&s nouvelles pour mieux comprendre les interactions
physiologiques qui peuvent exister entre certaines voies méaboliques qui favorisent ou non les
processus d’induction, d’initiation, de différenciation et de ramification des primordia

inflorescentiels ;

- évaluer I’'impact de certains facteurs biotiques et abiotiques sur les processus de

formation des primordia inflorescentiels et sur le rendement potentiel ;



- identifier des marqueurs physiologiques préoces des éapes de formation des
primordia inflorescentiels afin de les intégrer dans la construction d’un mode¢le de prédiction

du rendement.

Aprés avoir réalisé un état de 1’art des connaissances actuelles sur le sujet et présenté
I’ensemble des méthodes utilisées au cours de ce travail, ce mémoire s’articulera autour de 3

chapitres de réultats visant chacun aréondre aux objectifs cités ci-dessus.

Le premier chapitre de résultats s’attachera, a partir d’une approche macroscopique et
microscopique, &(i) décrire les différentes phases d’apparition des organes préformés dans le
bourgeon et (ii) r&liser la chronologie de cette apparition en relation avec le mill&ime et le
type de bourgeon. Cette phase de description est indispensable pour la poursuite de notre &ude
car elle définira les stades clés pour 1’étude des facteurs de régulation et commencera aéablir

les liens entre développement morphologique et rendement potentiel.

Le second chapitre de résultats étudiera 1’évolution de certains génes, marqueurs
biochimiques et hormonaux au cours de la premiée anné& du développement du bourgeon de
maniee indéendante, puis essayera de les relier entre eux pour énettre des hypotheses de

schéma de fonctionnement.

Le troisi@me chapitre, consacréaux travaux rélisés lors de la derniere année, aura pour
objectif d’étudier les effets de la modulation des teneurs en acide abscissique, de la mise a
I’obscurité et de 1’effeuillage pour essayer de (i) affiner la compréhension des mécanismes de
regulation éudiés lors du chapitre pré&e&lent pour les 3 approches considéées, (ii) caract&iser
le role de 1’acide abscissique et de la lumiére dans ces mécanismes et (iii) étudier I’impact d’une
pratique culturale couramment utilisée a Bordeaux, 1’effeuillage, qui modifie a la fois les

&éyuilibres sources/puits et la luminositédu bourgeon.

Enfin, nous proposerons une discussion gené&ale visant a(i) mettre en évidence les
éapes clé& et critiques de la formation des bourgeons en lien avec le rendement et (ii) proposer
des marqueurs d’état de la fertilitéqui pourraient aterme &re int&rés dans un modde de

pré&liction pré&oce du rendement.



CHAPITRE 1

Synthese bibliographique




I. Contexte de la problématique

I.1.  Pourquoi est-il souhaitable de pouvoir pré&lire et contrder le rendement ?

Dans le contexte de la vitiviniculture, différente de beaucoup d’autres cultures, la vigne
présente une particularitéqui consiste achercher constamment un éjuilibre entre le rendement
et la qualitédu raisin en fonction du type de vin produit et en liaison avec le marché Un
rendement optimal est basésur un niveau de qualitésouhaitéet une rentabilité&onomique
prédéfinie par I’exploitation. Ainsi, le rendement peut varier de 20 hL ha* jusqu’a 200 hL ha
selon I’objectif de production désigné par chaque domaine viticole (M&ié&re et al., 2009). En
France, le rendement moyen de tous types de vins confondus basésur les statistiques des huit

derniées années est autour de 60 hL ha?® (source: www.data.gouv.fr). Un rendement

parcellaire trop éevéest consid&éndaste pour la qualitédu raisin, sachant que les raisins
destinés a la vinification nécessitent une certaine concentration en molécules d’intérét (sucres,
acides, préurseurs aromatiques, polyphénols) afin de donner aux vins les propriéés
organoleptiques recherchées et I’aptitude au vieillissement souhaité (Kliewer et Dokoozlian,
2005).

En France, le rendement viticole est soumis ades ré&lementations europé&nnes.
L’Institut National des Appellations d’Origine (INAO) fixe les conditions de production de
chaque appellation : zones géagraphiques, encéagement, pratiques culturales, mais aussi le
rendement maximum. Par exemple, dans la région bordelaise, les cahiers des charges de 'INAO
limitent le rendement maximum de I’IGP (Indication Géographique Protégee) Atlantique &120
hL Hhat, alors que pour les diffé&entes AOC, les rendements sont limité ala fois par le nombre
de grappes par cep et le volume de jus (12 grappes par cep et 54 hL ha™ pour I’AOC Pessac-
Léagnan ; 14 — 17 grappes par cep et 40 hL ha pour ’AOC Graves supérieure) (source :

www.inao.gouv.fr). Il est donc trés important de pouvoir évaluer et contr@er de fagn pré&oce

le volume d’une récolte a I’échelle d’un domaine dans le but d’atteindre 1’objectif &onomique
tout en gardant la qualitérecherchée ; mais aussi a 1’échelle d’une région viticole, voire d’un

pays afin de faciliter la gestion du marchédu vin.
1.2.  La problématique : fluctuation interannuelle du rendement de la vigne

Outre la considéation du pilotage conjoint du rendement et de la qualitédu raisin, la
vigne pré&ente une variabilitéde rendement inter-mill&ime tres marqué avec des
conséguences qualitatives et &onomiques importantes, ce qui préccupe les viticulteurs. Les

variations inter-annuelles sont généalement sup€&ieures a15%, mais dépassent ré&uliéement
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35% (Clingeleffer et Krstic, 2001 ; Vasconcelos et al., 2009 ; Clingeleffer, 2010 ; Guilpart et
al., 2014). Dans la ré&gion bordelaise, de faibles rendements par rapport au rendement moyen
ont &éobserves en 2008, 2012, 2013 et 2014, dus ades conditions climatiques tres variées. En
effet, les é&é& 2007 et 2013 dans la région bordelaise ont &érelativement frais avec un déficit
d’ensoleillement, participant aux petits rendements en 2008 et 2014. De méme, les étés 2011 et
2012 &aient trés secs, ce qui a aussi entraméde faibles rendements en 2012 et 2013. Par contre,
1’été 2014 était chaud et humide, entramant un grand nombre d’inflorescences et de fleurs en
2015 (Geny-Denis, 2015 ; Li-Mallet et al., 2016). Quand les variations du rendement ont lieu
dans plusieurs régions de production, elles peuvent avoir des impacts &onomiques ades
&helles plus importantes, nationales voire internationales (Guilpart et al., 2014).

La constitution du rendement est géné&alement considéé& dévendante de trois
composants : le nombre de grappes par cep, le nombre de baies par grappe et le poids moyen
des baies. Chacun de ces composants peut &re impactépar de nombreux facteurs externes et
internes durant les deux années conseésutives du cycle reproducteur. De plus, le dé&erminisme
et les mé&anismes de régulation de la constitution du rendement de la vigne sont encore tres
mal compris. 1l est donc difficile d’estimer précocement la fluctuation du rendement (Keller,
2010 ; Clingeleffer, 2010). A long terme et grande €&helle, la mod@&isation basée sur les
donnéss climatiques peut &re utilisé pour une estimation trés approximative du rendement,
mais cette technique ne peut prévenir les effets sols, microclimats ou variabilitédes pratiques
culturales. A I’échelle d’une parcelle ou d’un domaine viticole, les méthodes basées sur le
comptage d’inflorescences, de grappes par souche ou de baies par grappe peuvent étre réalisées.
Mais ces approches sont lourdes et ne donnent les informations que quelques mois a I’avance.
Il est difficile d’adapter les pratiques culturales a partir des résultats issus de ces techniques afin
de minimiser les variations interannuelles du rendement. La compréhension du déerminisme
et des modes de r&yulation des variations inter-mill&imes du rendement est donc neéeessaire a
1’établissement éventuel d’outils d’estimation précoce du rendement afin de piloter I’adaptation

des pratiques culturales pour mieux contrder le rendement final.
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Il.  Quelques rappels sur ’anatomie de la physiologie de la vigne

La vigne, ou vigne cultives (Vitis vinifera L.), est une plante ligneuse et p&enne de la

famille des Vitaceae. 11 s’agit d’une des rares lianes bien domestiquées.

Lorsque la vigne est cultivée, elle doit assurer ala fois une croissance végéative et une
production suffisante de fruits gr&e ala formation des organes reproducteurs. La croissance en
longueur des tiges (ou rameaux) et des racines est assuré& par la prolifé&ation cellulaire ou
mé&ese (multiplication cellulaire par mitoses successives) dans les méisténes apicaux, alors
que la croissance en &oaisseur est assuree par les assises cambiales et subé&o-phellodermiques
dans les mé&isténes secondaires. La formation et la croissance des organes reproducteurs de la
vigne sont assurées par ’acquisition de nouvelles potentialités physiologiques gr&e au
processus de différenciation des cellules d’abord dans les bourgeons latents via les processus
d’initiation et de différenciation des primordia inflorescentiels et de virage floral (Carbonneau

et al., 2015) puis dans un second temps, dans les fleurs apres la fé&ondation et la nouaison.

Une vigne bien développé comporte (Figure 1) :

- des parties pé&ennes formées du systéme racinaire (porte-greffe) et d’une partie du
systame a€&ien (tronc et bras) ;

- des parties aé&iennes caduques que sont les rameaux, les feuilles, les bourgeons, les

inflorescences, et les baies de raisin.
I1.1. Structures pé&ennes

Les structures pérennes €voluent avec 1’age de la vigne. Plus la plante est vigoureuse,
plus leur volume est important. Elles ont un rde de structuration de la forme de la souche, mais
surtout de stockage des réserves nutritionnelles, en carbone, en azote et autres é@éments
miné&aux. Chaque anné&, au moment de la reprise vé&éative, les réserves sont mobilisés et

utilisées pour la croissance des organes a€iens et souterrains.

Les porte-greffes sont des hybrides plus ou moins complexes de Vitis «amé&icaines >»
qui apportent une certaine tolérance au phylloxéra, un puceron s’attaquant au systéme racinaire

et provoquant le dé&issement des Vitis vinifera (Keller, 2010 ; Carbonneau et al., 2015).

Le systéme racinaire est I’interface entre la vigne et le sol. Il est le support physique de

la vigne dans le sol et assure I’assimilation de I’eau et des éléments minéraux. Il
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sert aussi d’organe de stockage pour les ééments carboné et min&aux. De plus, le systéne
racinaire est une source des phytohormones (cytokinines et acide abscissique) qui moduleraient
la physiologie de la plante entiée. En raison du greffage, le systéme racinaire est formeépar 3
types de racines avec des racines primaires (principales), secondaires et tertiaires (lat&ales).
Les radicelles sont géné&alement renouvelés tous les ans. Le nombre et le placement des
racines laté&ales ne sont pas pré&éerminés, et dépendent de nombreux facteurs comme la nature
du sol, la disponibilitéen eau et @éments min&aux, la densitéde plantation ou les pratiques

culturales (Carbonneau et al., 2015).

L’ensemble du systéme racinaire et du porte-greffe peut influencer le rendement selon
les hybrides des porte-greffes et leur compatibilit€avec le sol. Mais aussi atravers leur
potentialité d’assimilation et de conduite de 1’eau et des éléments minéraux qui, par la suite,
impacteront la croissance de la partie aé&ienne. Par exemple, en condition de salinité
relativement deveé, les porte-greffes 13-5, Ramsey, 143-B Mgt, 1045P ou encore 140Ru
semblent &re mieux adaptés, et ainsi induire une meilleure adaptation avec un rendement plut&
devé(Figure 2) (Southey et Jooste, 1991).

Le tronc et les bras sont les parties pé&ennes a&iennes. Le tronc est forme&initialement
de la tige principale lignifiée, et s’étend horizontalement avec 1’age pour former les bras. Selon
le mode de conduite, il forme un aplusieurs bras permanents qui porteront les bois lignifié de
2 et 3 ans, qui supportent eux-mémes les tiges d’un an que 1’on appelle les rameaux. Ces
structures sont aussi des organes de stockage de ré&serves nutritionnelles, mais surtout elles

assurent les flux d’eau et de séve nécessaires ala croissance des structures caduques.
11.2.  Structures caduques

La vigne est une plante a croissance indéterminée. L.’axe principal (tige principale ou
rameau principal) est constitué d’une série de phytomeres et d’un apex qui ne cesse de produire
de nouveaux phytoméres avant une chute naturelle ou un &image ou rognagel. Un phytomére
comporte un entre-nceud (mérithalle), un nceud (point de jonction renflé entre deux entre-
nceuds), ainsi que des organes insérés au niveau du nceud : une feuille, un complexe de
bourgeons (bourgeon latent et bourgeon anticip€ou prompt-bourgeon) a ’aisselle de la feuille
et une vrille ou une inflorescence du cGé&opposéde la feuille (Figure 3). Le rameau principal

nait apartir du bourgeon latent portépar le rameau de 1’année précédente. Il forme asa base

! Ecimage ou rognage: suppression par I’homme des extrémité des rameaux poussant vers le haut (&image) ou
sur les cGés (rognage)
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un empattement au niveau duquel est ins&éun ensemble de bourgeons (géné&alement non
fructiferes) appelé& bourgeons de la couronne. L’apex est constitué par le méristéme primaire
a I’extrémité terminale du rameau principal, et par deux ébauches foliaires. On y retrouve une
forte activité d’organogenese jusqu’a la chute de I’apex induite par un stress hydrique ou
trophique. L’apex du rameau exerce une dominance sur le développement des bourgeons
axillaires selon deux méeanismes : (i) un méanisme trophique qui consiste adé&ourner les
métabolites au profit de 1’apex par sa force de «puits >»; (ii) un mé&anisme hormonal (appelé
dominance apicale) par 1’action de 1’auxine qui inhibe les bourgeons sous-jacents (Carbonneau
et al., 2015). La suppression de I’apex par I’homme (écimage et/ou rognage) supprime la
dominance apicale, et dé&lenchera dans un sens acropéte le développement des entre-ceeurs
(rameaux laté&aux) issus des bourgeons anticipes (prompt-bourgeons) qui sont formés au cours

de I’année lors de la croissance du rameau principal (Champagnat, 1954).

Les rameaux principaux, issus des bourgeons latents de 1’année précédente, sont tres
fertiles. Ils portent aleur base deux ou trois inflorescences qui deviendront, pendant la nouaison,
des grappes apres la fé&ondation, puis, dans les parties plus hautes, des vrilles. Les entre-cceurs,

ou rameaux laté&aux, sont rarement fertiles et ne produisent quasiment que des vrilles.

Les rameaux principaux deviennent géné&alement des sarments aprés I’aottement. Ce
meésanisme physiologique suit un sens acropete, en commenaant par les mé&ithalles de la base
vers ceux du sommet, et induit de profonds changements morphologiques, anatomiques et
biochimiques permettant ainsi aux organes a€&iens de supporter les conditions climatiques
durant la phase de repos. Ainsi, les rameaux se déhydratent et accumulent des réserves
carbonées et azotées qui pourront étre utilisées I’année d’apres, au moment du débourrement.
Ce phénoméne, principalement régulépar la modification des &juilibres hormonaux, provoque

&jalement la mise en dormance des bourgeons latents portés par les rameaux.
11.3. Cycles de développement de la vigne

La vigne obét ades cycles de développement complexes (i) en produisant des organes
v@éatifs au court du cycle véyéatif, et (ii) en assurant sa reproduction avec la formation des

baies et des pépins gré&e au cycle reproducteur (Figure 4).

11.3.1. Cycle vg&atif
Au sens strict, le cycle végétatif de la vigne (cycle végétatif complet) peut durer jusqu’a
18 mois. Il déoute au printemps dans les bourgeons latents en croissance avec la préformation

de I’axe principal de croissance végétative et des premiers mérithalles, ainsi que I’initiation
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- gi : glucides insolubles ; C 18:2 : acide linoléque ; gst : glucides solubles totaux ; cpst : composés
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- F:floraison ; ch : chute des feuilles ; D : débourrement I’année N+1



des primordia foliaires (PF). La croissance de ces organes végétatifs préformés s’arréte avec

I’entrée en dormance des bourgeons latents en fin d’été.

La dormance des bourgeons latents peut &re divisée en trois éapes successives (Bessis,
1965 ; Reynier, 2011 ; Legave et al, 2013 ; Dantec, 2014).

1) La paradormance, ou pré&lormance, est une phase pendant laquelle les bourgeons
latents néformés au printemps et portés par les rameaux en croissance ne dévourrent pas a
cause d’une inhibition exercée par des organes ou tissus plus ou moins éoignés des mé&isténes

et éauches des bourgeons (inhibitions corréatives).

2) L’endodormance (dormance Sensu stricto) consiste en I’acquisition de 1’inaptitude a
la croissance liée aux propriéés des tissus des bourgeons eux-mémes, en 1’absence de toutes
inhibitions corré&atives et mé&ne si tous les facteurs externes sont favorables. Cette é&ape de
dormance correspond elle-mé&me atrois phases successives durant lesquelles de nombreuses

variations méaboliques ont lieu (Figure 5) :

- L’entrée en dormance qui correspond ala perte de la facultéde déourrement
sous controle de 1’acide abscissique (ABA) en conditions thermiques chaudes et
sous stress hydrique ;

- La dormance durant laquelle les bourgeons restent latents sans subir de
profondes modifications ;

- Laleveée de dormance qui permet aux bourgeons de ré&acqueir progressivement

une aptitude au débourrement sous 1’action des premiers froids d’automne.

3) L’écodormance (quiescence ou post-dormance) est la phase pendant laquelle les
bourgeons qui ont retrouvés leur capacitéirréversible de dévourrer, restent quiescents acause
des conditions externes défavorables, notamment les tempé&atures trop basses. Cette p&iode
est aussi marqueés par une baisse de teneur en ABA qui, en activant 1I’a-amylase, entrame
I’hydrolyse d’amidon afin d’assurer la disponibilité en sucres solubles a la phase de transition

entre la dormance et le déourrement du printemps.

Le cycle v&yéatif se poursuit par le débourrement des bourgeons latents au printemps
et ’apparition des organes préformés. On considée gen&alement que le cycle vegéatif est
annuel avec une durée d’environ 7 mois, et ne commence qu’a partir du débourrement des
bourgeons latents. Mais en fait, en raison de la formation des primordia foliaires, il semble plus
juste de le considéer, comme le cycle reproducteur, éalésur 2 millé&imes, méne si la totalité

des organes vééatifs ne sont pas formé la premiée anné&. Le débourrement débute en
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Figure 6 : Bourgeons au stade 05 de 1’échelle BBCH. (A) bourgeon avec pleurs ; (B) bourgeon

dans le coton (Photo : Anna Li-Mallet).
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Figure 7 : Courbe de croissance et de développement de la baie (Kennedy, 2002).



gééal en fin d’hiver début du printemps avec reprise de la croissance active dans le bourgeon
et du systéme racinaire en raison de I’augmentation des tempé&atures du sol (Alleweldt, 1965).
Cette transition est marqués par 1’exsudation de la séve xylémienne, appelée aussi « pleurs >3
visible a la surface d’incision de la taille d’hiver, ou toute autre plaie non subé&ifiés, sous
I’action de la poussée racinaire (Figure 6A). Quand les conditions climatiques sont favorables
pendant la phase de pré&éourrement (tempé&ature minimum atteinte et sommes de
tempé&atures suffisantes pour un cépage donné, les bourgeons acqui&ent les potentialités de
croissance. Lorsque le seuil de tempé&ature est atteint (>10<C en moyenne) pendant une duré&
de 3 &8 jours conse&eutifs, le débourrement est observé(Figure 6B) (Pouget, 1963 ; Buttrose,
1970 ; Olivain et Bessis, 1987 ; Carbonneau et al., 1992).

Les nouvelles pousses sorties poursuivent leur déseloppement de fagn sigmodale,
avec une courte p&iode de croissance lente suivie par une phase de croissance rapide et active
des tiges et des feuilles (maturation et néformation). En généal, apartir de fin juillet-désut
aout, la croissance végétative ralentit et I’aolitement des rameaux commence. Le cycle se
termine avec la chute des feuilles en fin d’automne, aprés reconstitution des réserves. La plante

rentre &anouveau en repos hivernal.

11.3.2. Cycle reproducteur

Le cycle reproducteur commence dans les bourgeons latents de I’année N-1, et partage
des phases communes ala préformation des organes vegéatifs du cycle végéatif. Au cours de
cette p&iode, les primordia inflorescentiels (PI) et vrillaires (PV) vont se développer et former
les futures grappes. A partir d’aoft, ces bourgeons deviennent tout d’abord « dormants >3 puis
«latents » apres la levée de dormance en début d’hiver. Dans notre étude, la premicre année du

cycle producteur est nommee «saison 1 >»

Le cycle se poursuit en «saison 2 »avec le déourrement des bourgeons latents formés 1’année
N-1 et conservés a la taille. L’axe principal et les primordia foliaires se développent
respectivement en tige et feuilles, alors que le cycle reproducteur continue avec le
développement des inflorescences apartir des primordia inflorescentiels formeés en année N-1.
Les inflorescences formeront des fleurs qui seront fé&ondés pour donner, aprés la nouaison,
des baies et des p&ins de raisin. La croissance des baies suit une double sigmo'de (Figure 7)
avec deux phases (phase herbacés et phase de maturation) séparées par une p&iode de latence
(plateau herbacé (Barnard et Thomas, 1933 ; Bessis, 1965 ; Bugnon et Bessis, 1968 ; Khanduja
et Balasubrahmanyam, 1972 ; Srinivasan et Mullins, 1976 ; Williams, 2000).
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La phase herbacé& correspond ala formation et ala croissance de la baie et des pépins,
essentiellement dues aux multiplications et aux grandissements cellulaires (Ollat et al., 2002 ;
Cadot et al., 2006). Durant cette phase, la baie reste verte, acide et amére. Bien que 1’activité
photosynthé&ique soit significative dans la baie, pour assurer ses besoins méaboliques, le
transport xylénien et phloénien reste dynamique (Ollat et al., 2002 ; Kappel, 2010 ; Reynier,
2011). A lafin de cette phase, le volume des péins atteint presque son maximum. La croissance

se ralentit par la suite et marque le plateau herbacé

Aprés ce plateau herbacé€ qui dure quelques jours selon les conditions climatiques, la
phase de maturation débute avec la vé&aison. Elle est caract&isé par un ramollissement de la
baie et un basculement méabolique (Figure 8). Le volume de la baie augmente anouveau de
mani&e importante, gr&e ala reprise du grandissement cellulaire. 1l est accompagné du
chargement en sucres et en eau des vacuoles (Ollat et al., 2002). En mé&me temps, on observe
dans la baie une diminution d’acidité en raison de la consommation d’acide malique pour la
respiration, une augmentation en anthocyanes qui entrame la coloration de la pellicule pour les
cépages rouges, ainsi que des modifications aromatiques et taniques (Kappel, 2010).
L’ensemble de ces molécules d’intérét détermine la maturité de la baie qui marque la fin du

cycle reproducteur par la réeolte.
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I11. Bourgeons latents, initiation et diffé&enciation des primordia

inflorescentiels

Un bourgeon peut &re défini comme une éauche de rameau proté&yépar un ensemble
de structures €&ailleuses. Ainsi, cet organe recouvert par des feuilles externes €ailleuses
contient un ensemble d’éauches vegd&atives (ou foliaires) et/ou reproductrices
(inflorescentielles ou florales) regroupés sur un axe de croissance extr&nement court (ébauche

de trés jeune tige).

Chez la vigne, on peut distinguer cing types de bourgeons : les bourgeons latents, les
prompt-bourgeons ou bourgeons anticipés, le bourgeon apical, les bourgeons de la couronne,

les bourgeons du vieux bois,

- Bourgeons latents: ces bourgeons axillaires donneront naissance aux rameaux
fructiferes. Ils ne se développeront que la seconde année de leur formation, et sont le
siege de la formation des piéses primordiales au cours de la saison 1 du cycle
reproducteur. Aprés une phase de dormance hivernale, ils déourreront au printemps
suivant pour donner des organes caduques vé&yéatifs et reproducteurs ;

- Prompt-bourgeons : les prompt-bourgeons, situé al’aisselle de la feuille a c6té du
bourgeon latent, ont la propriété de pouvoir se développer I’année de leur formation et
donner les «entre-cceurs >3 rameaux gené&alement non fructifées (Huglin et Schneider,
1998) ;

- Bourgeon apical : situé¢ a I’extrémité du rameau, il est le siége de 1’organogeneése et de
I’histogenese permettant la formation des organes portés par le rameau ainsi que la
croissance en longueur ;

- Bourgeons de la couronne : les bourgeons de la couronne, appel&s aussi «bourgeons de
I’empattement >3 sont des bourgeons dormants qui se trouvent ala base du sarment. Ils
sont peu fertiles, et peuvent devenir des bourgeons du vieux bois s’ils ne débourrent pas
(Bouard, 1971) ;

- Bourgeons du vieux bois : ce sont des bourgeons latents non développé&s qui se situent
sur les bois de plus de deux ans (les bras et le tronc). Ces bourgeons, qui ne sont
généralement pas fertiles, peuvent rester a 1’état latent pendant plusieurs annés puis
perdre I’aptitude au débourrement quand ils sont couverts par les couches successives
de bois. En revanche, une taille sé/ére peut provoquer leur débourrement, ce qui forme

par la suite des pousses nommees «gourmands >>(Huglin et Schneider, 1998).
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Figure 10 : (a) Morphologie du bourgeon latent ala fin de sa diffé&enciation ; (b) Diagramme en coupe
transversale de 1’organisation d’un bourgeon latent de vigne ; (¢) Coupe longitudinale du bourgeon
latent (Carbonneau et al., 2015).

Figure 11 : Théorie sympodiale illustrant le rythme précis de la croissance du rameau et de 1’insertion
des nceuds (Carbonneau et al., 2015 d’aprés Zimmermann, 1954 et Bouard, 1966).



I11.1. Formation du bourgeon latent et son déeloppement

La durée de vie d’un bourgeon latent est d’environ 10 mois, avec une phase de formation
et de développement au cours de la saison 1 du cycle reproducteur, puis une phase de dormance
et de latence en fin d’été, en automne et en hiver, avant son débourrement au printemps suivant.
Apreés le débourrement, les jeunes pousses se développent en rameaux principaux sur lesquels
des bourgeons axillaires se forment, au niveau de chaque nceud, a ’aisselle de la feuille. Ces
premiers bourgeons sont les prompt-bourgeons (ou bourgeons anticip&s) qui peuvent débourrer
et se développer 1’année de leur formation pour donner des rameaux anticipés (ou entre-coeur).
Le premier mé&isténe axillaire du prompt-bourgeon se développe ensuite rapidement en
formant un bourgeon beaucoup plus complexe, nommeé<<bourgeon latent >>(Figure 9). A I’état
juvénile, il est difficile de distinguer le bourgeon latent du prompt-bourgeon, car le bourgeon
latent est engainépar la préfeuille du prompt-bourgeon qui deviendra la premiee €éaille du
bourgeon latent. On ne peut distinguer les deux types de bourgeons qu’apres quelques semaines

de croissance.

Un bourgeon latent formé& comprend un bourgeon primaire (ou principal) et des
bourgeons secondaires (axillaires du principal) et parfois des bourgeons tertiaires (axillaires des
secondaires) (Figure 10). Le bourgeon primaire comporte ala fin de sa diff&enciation des
primordia foliaires et des primordia inflorescentiels disposés sur un axe vé&éatif principal, avec
un méistéme apical indéerminéet des méithalles préformés. Les bourgeons secondaires ou
tertiaires pré&sentent la mé&ne organisation que le bourgeon primaire, mais sont beaucoup moins
dérveloppés. lls peuvent avoir potentiellement un comportement similaire acelui du bourgeon
primaire, mais n’entrent en croissance que dans des circonstances particulicres, telles que la
destruction accidentelle du bourgeon primaire avant le dévourrement ou celle du rameau

principal apres le débourrement, ou dans le cas d’un exces de vigueur (Carbonneau et al., 2015).

A Topposé des bourgeons latents, et donc des feuilles, sont insérés les organes
oppositifolié (grappes ou vrilles) qui sont disposés suivant un rythme d’insertion précis. Selon
la théorie sympodiale, le rameau est formé d’une succession de 3 nceuds : le premier ne
possédant aucun organe oppositifolié et appelé NO, suivi par deux nceuds portant une structure
oppositifoliée et nommés respectivement N1 et N2, cette suite se reproduisant tout le long du
rameau (Figure 11) (, Carbonneau, 1976 ; Louarn, 2005). Ce rythme est tré important car il
affecte non seulement la longueur moyenne des meé&ithalles, mais aussi la fertilitédes bourgeons
latents selon leur position d’insertion et I’existence ou non d’organes oppositifoliés (Bessis,

1965 ; Carbonneau, 1976 ; Olivain et Bessis, 1987).
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Figure 12: Organisation des piéces primordiales d’un bourgeon latent aprés dissection et
observation en microscope abalayage (Noyce et al., 2015).



I11.2. Initiation et diffé&enciation des primordia inflorescentiels

Dans un complexe de bourgeons latents, bien que le bourgeon primaire soit en géné&al
dix fois plus fertile que les bourgeons secondaires, du fait de leur aptitude deveée au
débourrement, le processus d’initiation et différenciation des primordia inflorescentiels reste le

ménme.

La premiée manifestation de la croissance reproductive dans un bourgeon primaire
correspond ala formation d’un «anlage » (ou ébauche d’organe oppositifoli¢) a partir du
méristeme végétatif du bourgeon. Il s’agit d’un primordium non diffé&enciéqui peut &re
considéré comme un indicateur de I’axe de formation des primordia inflorescentiels (Srinivasan
et Mullins, 1976 ; Williams, 2000 ; Keller, 2009). L’anlage commence ase développer avec la
formation d’une bractée dés que 3 a4 primordia foliaires se sont formé& dans le bourgeon
primaire, et lorsqu’entre 11 et 22 jeunes feuilles s’installent sur le rameau principal portant ce
bourgeon (Alsaidi, 1975 ; Williams, 2000 ; Vasconcelos et al., 2009). L’anlage se divise ensuite
en deux parties de taille inégyale, appel€es des bras, qui ont le potentiel de produire des primordia
d’organe oppositifolié, c’est-adire des primordia inflorescentiels ou vrillaires. Le bras le plus
prés de I’axe principal (bras interne) présente une taille sup&ieure au bras adjacent de la bracté&
(bras externe) (Figure 12) (Srinivasan et Mullins, 1976 ; Mullins et al., 1992).

Les primordia inflorescentiels peuvent &re formé apartir des deux bras (Srinivasan et
Mullins, 1978). Le bras interne, ayant plus de potentialitéase diffé&encier et aproduire des
ramifications globuleuses que le bras externe, contribuera par la suite, &la formation du corps
principal de la future grappe, alors que le bras externe possélera moins de ramifications (May,
1965 ; Srinivasan and Mullins, 1976). Le bras interne se diffé&encie plusieurs fois et forme des
bractés, contre lesquelles peuvent se trouver des ramifications secondaires et tertiaires
axillaires. Le degréde ramification du bras interne se ré&luit graduellement dans le sens acropéte
(Srinivasan et Mullins, 1976 ; Williams, 2000 ; Vasconcelos et al., 2009). De plus, une
initiation d’anlage précoce dans la saison entraine une ramification précoce des bras, donc du
développement et la diffé&enciation des primordia inflorescentiels (Cheema et al., 1996). Apres
la formation de 1 &3 primordia inflorescentiels dans le bourgeon primaire (déendant du cépage
et de la date de formation du bourgeon latent sur le rameau principal), le bourgeon latent entre
en dormance (Pratt, 1971 ; Srinivasan et Mullins, 1976 ; Olivain et Bessis, 1987).

En revanche, les anlagen n’évoluent pas systématiquement en primordia inflorescentiels.
IIs pourraient aussi devenir des primordia vrillaires en fonction des conditions

environnementales (Srinivasan et Mullins, 1976 ; Srinivasan et Mullins, 1979). En effet, les
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Figure 13 : Développement de 1’apex du rameau, de la vrille et de I’inflorescence a partir du méristéme
apical et de 1’anlage (Mullins et al., 1992).



vrilles et les inflorescences de la vigne sont des homologues structuraux puisque tous deux sont
dé&ivés du méme anlage (Alsaidi, 1975 ; May, 2000). La difféence majeure entre ces deux
voies alternatives d’évolution réside dans le fait que les anlagen qui subissent de nombreuses
ramifications rééitives formeraient les primordia infloresceniels, alors que ceux qui se
ramifient peu se développeraient en primordia vrillaires. Ainsi, un primordium vrillaire pourrait
@re consid&éécomme un primordium inflorescenciel incomplé&ement éolué(Figure 13). De
nombreux auteurs ont montré qu’un primordium vrillaire serait capable de se transformer en
primordium inflorescentiel et vice versa (Alsaidi, 1975 ; Srinivasan et Mullins, 1979 ; Boss et
Thomas, 2000).

I11.3. Rythme de I’initiation et de la diffé&enciation des primordia inflorescentiels

Le rythme de la formation des anlagen déwend &ala fois du cépage et des conditions

environnementales.

Les données bibliographiques varient et indiquent des rythmes tres variables pour
lesquels il est souvent difficile de faire la part des choses entre 1’effet du cépage et/ou des
conditions environnementales. Par exemple, pour le Riesling et I’ Aris cultivés en Allemagne,
le déseloppement des anlagen commence 5 a7 semaines avant la floraison (Alleweldt et llter,
1969), alors qu’il ne débuterait que 12 a 15 jours avant la floraison dans les bourgeons de la
base du «Chenin blanc »(Swanepoel et Archer, 1988). La formation du premier primordium
inflorescentiel chez 1’Ugni blanc en France aurait lieu 9 semaines apreés débourrement,
coincidant avec la floraison, et le second serait initié environ 12 jours plus tard. Pour d’autres
auteurs, la difféenciation des primordia inflorescentiels se terminerait souvent avec
I’apparition d’un troisiéme primordium inflorescentiel qui se mettrait en place 18 jours apres le
second (Alsaidi, 1975). Swanepoel et Archer (1988) ont noté que [D’initiation et la
diffé&enciation des premiers et seconds primordia inflorescentiels des deux premiers bourgeons
de la base seraient complées environ 25 jours aprés la floraison. Pour le «Merlot >»>dans la
région bordelaise (France), I’ initiation débuterait 6 semaines apres débourrement alors que cette
phase serait observable 5 semaines apres débourrement pour la «Syrah >> a Montpellier
(Carolus, 1970 ; Cheema et al., 1996). Pour un mé&ne cépage, les conditions environnementales
peuvent aussi impacter le rythme de [Dinitiation et la différenciation des primordia
inflorescentiels. Watt et al. (2008) ont indiqué que pour le «Chardonnay > en Australie,
I’initiation des anlagen commencerait 4 semaines apres débourrement a Barooga (climat chaud
avec une tempé&ature moyenne de 22,3 T en janvier), et 6 semaines apres le débourrement a

Kyneton (climat froid avec une tempé&ature moyenne de 18,1 <C en janvier), alors que le retard
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du débourrement des bourgeons aKyneton par rapport aBarooga ne dépasse pas 3 jours.

Ainsi les diffé&ences de rythme de formation du bourgeon sont encore mal connues et
déendent surement fortement de facteurs exogénes qui ne permettent pas, ace jour, de
proposer un calendrier fiable pour un cépage ou pour I’ensemble des cépages d’une méme
région viticole. Né&nmoins, ces phases sont essentielles car elles conditionnent le déout de la
formation des futures grappes et le rendement final. L impact sur la fertilit¢ des bourgeons
semble donc &re fortement influenc&par ce rythme. De ce fait, posséler un calendrier des
durées des étapes essentielles de I’initiation et la différenciation des primordia inflorescentiels
pourrait étre un outil intéressant pour évaluer la fertilit¢ d’une parcelle et/ou adapter les

pratiques culturales.
I11.4. Fertilitépotentielle des bourgeons et constitution du rendement

I11.4.1. Diffé&entes notions de la fertilité
La fertilitédes bourgeons a ééd€finie de plusieurs fagns diffé&entes par de nombreux
chercheurs dés les années 1930.

La premiére facon d’exprimer la fertilité est de compter le nombre moyen de grappes
portées par un cep. Plus pré&isément, on peut éalement compter le nombre moyen de grappes
par bourgeon définissant ainsi '« indice de fertilité>> (Laporte, 1937). Cet indice est donc
propre &chaque cépage et peut &re extr@nement variable (il est de 1,23 pour le Pinot et de 3,47
pour le Chasselas de Fontainebleau). Cette notion a &€amdioré par Branas et al. (1943) qui
prennent en compte la différence de fertilité¢ des bourgeons en fonction de leur rang d’insertion
sur le rameau. lls ont ainsi défini la fertilitécomme le rapport N/x, N éant le nombre de grappes
apparentes et x éant le nombre de bourgeons du méne rang d’insertion des diffé&ents individus
d’un méme cépage. Cette notion a été reprise et appelée par Bessis (1960) «fertilité
potentielle ». Or, en fonction du rang d’insertion, tous les bourgeons d’un méme rameau n’ont
pas la mé&ne aptitude au dédourrement, puisque cette derniee &olue dans un sens acropéete,
c’est-adire augmente du rang 1 au rang 5, puis reste stable pour les bourgeons du milieu (du
rang 6 au rang 10) et enfin diminue pour les bourgeons apicaux (du rang 11 a I’extrémité). Cette
diffé&ence de capacité a débourrer fait apparaitre I’impact du débourrement sur le rendement
final, permettant ainsi &Baltatu (1956) de d&inir le «coefficient ré&l de fertilité>en multipliant
le pourcentage de débourrement d’un cep par I’indice de fertilité. En groupant tous ces facteurs
importants, Bessis (1965) a distinguédeux types de fertilit€potentielle : la «fertilit€potentielle
reéelle >»>sans tenir compte du taux de dévourrement et la «fertilit€potentielle apparente >>qui

est la valeur du rapport du nombre de grappes visibles aprées le déourrement au nombre de
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pousses de mé@ne rang qui portent ces grappes. Ainsi selon les auteurs et les éudes menés, les

indicateurs de fertilitépeuvent varier rendant complexe la comparaison des réultats obtenus.

Dans notre éude, lorsque nous utiliserons le terme «fertilit€» seul, il s’agira de la
définition de la fertilité au sens strict, ¢’est a dire celle correspondant au nombre moyen des
primordia inflorescentiels développé&s au sein des bourgeons latents du méme rang d’un cep
avant déoourrement, correspondant ainsi ala «fertilit€épotentielle réelle >» («fruitfulness >»en
anglais) (Bessis, 1965 ; Srinivasan et Mullins, 1981a ; Dry, 2000 ; Williams, 2000 ; Sanchez et
Dokoozlian, 2005). Si nous extrapolons nos résultats apres le déourrement, nous utiliserons le
terme de «fertilité potentielle apparente >» Il est important de noter la diffé&ence entre la
«fertilitépotentielle reelle »et la «fertilitépotentielle apparente »(«bud fertility >»en anglais),
car cette derniée est impacté& par le mode de taille qui, en modifiant les phé&omeénes
d’acrotonie et d’inhibition corrélatives, affecte les taux de débourrement. En revanche, la
fertilit¢ d’un bourgeon de 1’année N est un indice cléde la fertilit€potentielle apparente de

I’année N+1, en impactant directement le nombre de grappes portées par ce nceud.

111.4.2. Constitution du rendement

D’un point de vue purement économique, la fertilité peut étre aussi définie comme le
rendement final, exprimé&en kilogrammes (kg) par cep, ou méne directement en hectolitres (hL)
par hectare (Galet, 1957). C’est d’ailleurs une repréentation numeé&ique tres pratique de la
fertilité potentielle apparente, et couramment utilisé& par les viticulteurs aujourd’hui. Le

rendement d’un cep est souvent déterminé selon une méthode mathématique simplifiée :

poids des baies  nombre de grappes nombre de baies ) )
= X X poids moyen des baies

cep cep grappe

Le nombre de grappes par cep est pr&éerminéen grande partie par le nombre de
primordia inflorescentiels dans les bourgeons latents formés pendant la saison 1, donc la fertilité
potentielle réelle. Durant la deuxi@ne anneée du cycle reproducteur, la qualitédu désourrement,
de la floraison et de la nouaison conditionne le nombre de grappes par cep, alors que le poids

moyen des baies résulte de la croissance et de la maturation des baies.

De nombreuses recherches ont montré que les fluctuations saisonniéres (d’une année a
I’autre) du rendement final pouvaient varier d’au moins 15%, mais plus souvent de plus de 35%
(Bessis, 1965 ; Clingeleffer, 1984 ; Clingeleffer et Krstic, 2001 ; Bramley et Hamilton, 2004 ;
Bramley 2005 ; Hall et al., 2011). Le nombre de grappes par cep et le nombre de baies par

grappe pourraient expliquer respectivement 60% et 30% des variations saisonnieres du
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rendement final pour un vignoble donné, alors que le poids moyen des baies n’impacterait que
10% de ces variations (Dry, 2000 ; Dunn et Martin, 2007 ; Clingeleffer et Krstic, 2001 ;
Clingeleffer, 2010, Guilpart et al., 2014). Ces résultats mettent en avant 1’importance de la
fertilité des bourgeons, et particuliérement du processus de I’initiation et la différenciation des
primordia inflorescentiels dans les bourgeons latents de ’année N, sur la fluctuation saisonniére

du rendement final de ’année N+1.
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IV. Impact des facteurs abiotiques et biotiques sur D’initiation et

la diffé&enciation des primordia inflorescentiels

La constitution du rendement et ses variations saisonniées ont &é rapportées
pré&élemment comme éant éroitement liés ala «qualité» de I’initiation et la différenciation
des primordia inflorescentiels, en termes de nombre et de taille. De ce fait, la ré&yulation de
I’initiation et de la diffé&enciation des primordia inflorescentiels est essentielle au contr@e de

la fertilitédes bourgeons latents et du rendement.

Les mé&anismes de réulation, encore trés mal connus, peuvent &re impacté& par
diffé&ents facteurs abiotiques (tempé&ature, lumiee et éat hydrique) et biotiques (nutrition
énergétique et minérale, controles hormonaux et moléculaires). Jusqu’a aujourd’hui, la plupart
des éudes se sont plut@ focalisees sur les effets de ces facteurs sur la fertilitédes bourgeons et
le rendement final, notamment les effets de la température, de I’intensité lumineuse, des sucres
et de certaines phytohormones telles que les cytokinines (CK) et les gibbé&ellines (GA), mais

trés peu ont essayed’étudier leurs modes de régulation.
IV.1. Impact des facteurs abiotiques et des conditions environnementales

De nombreuses recherches ont abordéles effets des conditions environnementales sur
la formation des inflorescences et des fleurs, ainsi que sur la fertilitédes bourgeons (May, 1965 ;
Buttrose, 1969a, 1969b, 1969c et 1970 ; Mullins et al., 1992 ; Clingeleffer et Krstic, 2001 ;
Sanchez et Dokoozlian, 2005 ; Carmona et al., 2008 ; Al-Obeed et al., 2010 ; Guilpart et al.,
2014).

Ainsi, la tempé&ature, la photop&iode, la lumiée ou le stress hydrique affecteraient les
mécanismes et le déroulement de [Dinitiation et de la différenciation des primordia
inflorescentiels. Ces facteurs pouvant avoir des effets seuls ou en synergie, I’initiation et la
diffé&entiation optimales des primordia inflorescentiels né&sessiteraient une combinaison de
chaleur, d’intensité lumineuse suffisante et d’absence de stress (Buttrose, 1970 ; Kliewer, 1975 ;
Zelleke et Kliewer, 1979 ; Dunn et Martin, 2000 ; Petrie et Clingeleffer, 2005 ; Jones et al.,
2009).

IV.1.1. Tempé&ature
De nombreux rapports indiquent que la formation des primordia inflorescentiels exigent
des tempé&atures éevees (Alleweldt, 1963 ; Buttrose, 1974a ; Zelleke et Kliewer, 1979 ;
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Srinivasan et Mullins, 1980a ; Dunn et Martin, 2000 ; Petrie et Clingeleffer, 2005). Il a &é&
montré qu’il existait une corrélation entre la température durant la phase d’initiation des
primordia inflorescentiels en année N et le nombre d’inflorescences portées par le rameau
pendant la floraison en année N+1 (Alleweldt, 1963). Buttrose (1974a) suggee méme qu’il
existe une pé&iode critique susceptible de réondre ade hautes tempé&atures 3 semaines avant
la formation des anlagen pour le méristéme des bourgeons latents, c’est-adire, 1 &4 semaines

apres le débourrement selon les cépages.

L’initiation optimale des primordia inflorescentiels pendant la saison 1 nécessite en
géné&al une tempé&ature sup&ieure a20<C, mais cette tempéature peut varier en fonction des
cépages, et des conditions climatiques (Buttrose, 1970 ; Kasimatis et al., 1975 ; Zelleke et
Kliewer, 1979 ; Dunn et Martin, 2000 ; Petrie et Clingeleffer, 2005). Une courte p&iode de
fortes tempé&atures (30-35<C) pendant seulement 4 &5 heures par 24 heures serait suffisante
pour induire le nombre maximal de primordia inflorescentiels (Buttrose, 1969a, 1969b, 1970 ;
Srinivasan et Mullins, 1981a, 1981b). Pour des vignes cultivéess en pots et sous conditions
environnementales contrdés, Buttrose (1970) a démontré que I’initiation des primordia
inflorescentiels du Muscat d’Alexandrie ne pouvait pas avoir lieu pour une température
infé&ieure &20<C, alors que pour la mé&ne tempé&ature, le Riesling et la Syrah présentaient dga
un nombre moyen d’environ 0,5 primordia inflorescentiels initiés. Dans cette méme étude,
Buttrose démontre que la fertilitédes bourgeons latents pour le Riesling atteint son maximum
vers 30<C, alors que celle du Muscat d’Alexandrie et de la Syrah continuent aaugmenter
jusqu’a 35°C (Figure 14). De maniere plus géné&ale, il semblerait éjalement que les céages
ameéicains (hybrides interspe&ifiques), tels que le Delaware (Vitis labrusca L.), formeraient des
primordia inflorescentiels des 21 — 22<C, alors que les Vitis vinifera L. exigeraient en géné&sal
une tempé&ature de 25 a28<C (Buttrose, 1970 ; Srinivasan et Mullins, 1981a ; Mullins et al.,
1992).

Le nombre maximum et la taille des primordia inflorescentiels pour un céage donné
sembleraient &re aussi impactés par la tempé&ature. Une courte exposition aux tempé&atures
¢élevées est essentielle a I’initiation du second, voire du troisiéme primordium inflorescentiel
pour beaucoup de cépages, y compris des cé&ages de climat froid comme par exemple le
Thompson Seedless et 1’Ohanez qui sont moins reproductifs que la plupart des cépages, mais
répondent plus aux variations de tempé&ature (Mullins et al., 1992). De mé&ne, pour le Petit
Manseng, une tempé&ature moyenne sup&ieure &24<C entre le 6 et le 25 juin dans le sud de la
France peut induire un nombre maximum d’inflorescences pour I’année N+1. En revanche,
guand la tempéature moyenne est infé&ieure &15<C pendant cette p&iode, aucun primordium

inflorescentiel n’est produit (Durquety et al., 1982). Plus ré&emment, une forte relation
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Figure 15 : Mé&aphase avec chromosomes alignés sur le plan équatorial dans le noyau d’une cellule
méristématique d’un primordium inflorescentiel (mag 100 x huile a immersion). Photo prise au 18
juillet 2007 (Jone et al., 2009).



linéaire entre la température durant I’initiation des primordia inflorescentiels en anné N et le
nombre de grappes par cep en anné& N+1 a éé&dé&rite pour le céage «Chardonnay »: le
nombre de grappes par rameau augmente de 0,22 par degreé centigrade sur une plage de
tempé&ature de 13,8 al17,5<C (MacGregor, 2000). De plus, les basses tempé&atures (infé&ieures
A 20C) au début du printemps ne permettraient pas de diffé&enciation des primordia
inflorescentiels et réluiraient donc leur taille, ce qui favoriserait la formation des vrilles et

provoquerait ainsi une diminution de la fertilitédes bourgeons (Buttrose, 1970).

De manicre générale, I’initiation et la différenciation des primordia inflorescentiels se
terminent au moment de I’entrée en dormance et seraient bloquées par les températures froides.
Or, dans certaines regions viticoles, les tempé&atures moyennes hivernales peuvent &re
insuffisamment basses pour induire et/ou prolonger la dormance. En 2009, Jones et al. montrent
que dans certaines ré&gions australiennes (sud de la Tasmanie), la tempé&ature moyenne
hivernale varie entre 4,1 et 12,4 <C et provoque une mauvaise entrée en dormance des bourgeons
du Pinot Noir, ce qui pourrait entramer la poursuite du déseloppement des primordia
inflorescentiels dans les bourgeons latents (Figure 15). A Bordeaux, la tempé&ature hivernale
actuelle varie entre 3,3 et 10C, mais dans un contexte de changement climatique, elle pourrait
fortement augmenter et &re comparable acelle des ré&ions australiennes, modulant ainsi le
rythme des phases d’initiation et de différenciation inflorescentielle. Ainsi, en plus des effets
de la tempé&ature printaniée durant la p&iode d'initiation des primordia inflorescentiels sur la
fertilitédes bourgeons, les tempé&atures hivernales doivent aussi &re considé&ees, car elles
pourraient favoriser un prolongement du développement des primordia inflorescentiels dans les

regions ahiver tempé&éet agir directement sur le rendement (Jones et al., 2009).

En revanche, pour la saison 2 du cycle producteur en anné N+1, certains auteurs ont
deéerit des effets contraires de la tempé&ature avec une diminution du nombre de fleurs par
inflorescence sous haute tempé&ature. En conditions contrdées, Pouget (1981) a montré qu’en
appliquant des tempé&atures diffé&entes juste avant et aprés le débourrement, le nombre de
fleurs par inflorescence pouvait &re modifié Ainsi, &12<C, le nombre de fleurs par
inflorescence est significativement plus important qu’a 25°C chez le Merlot et le Cabernet
sauvignon. Des résultats similaires ont &&observés pour le Grenache et le Cardinal. Le nombre
de fleurs est réduit sous 28°C par rapport a 12°C, di a I’échec du développement des calices
d’un certain nombre de primordia floraux a haute température (Ezzili, 1993). Pouget (1981)
explique que les tempé&atures éevees entrament une croissance trop rapide des organes
v@éatifs, et par consé&juent un ralentissement de la formation des fleurs. May (1987) suggere

&jalement que les tempé&atures éeveées pourraient causer une augmentation des cytokinines
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dans les fleurs pré&ocement initiées qui elles-mémes auraient inhib€éla formation d’autres fleurs.
De ce fait, les bourgeons mis a I’ombre et soumis a des températures basses avant le
déourrement auraient un nombre de fleurs plus important (Dunn et Martin, 2000 ; Petrie et
Clingeleffer, 2005 ; Jones et al., 2009). Sachant que la saison 2 du cycle reproducteur de I’année
N est superposée avec la saison 1 du cycle reproducteur de 1’année N+1, il est donc important
de considéer les effets contraires de la tempé&ature du printemps sur les rendements finaux de

I’année N+1 et de I’année N+2.

IV.1.2. Lumiére

Chez beaucoup de plantes herbacées, les difféentes caractéistiques de la lumiere, telles
que la qualité de la lumiere, I’intensité lumineuse et la photopériode, ont des influences aussi
bien sur la fertilitédes bourgeons (hombre d’inflorescences) que sur I’induction florale (Leduc
et al., 2014 ; Demotes-Mainard et al., 2016 ; HuchéTh@ier et al., 2016). Chez la vigne, ces
diffé&entes caractéistiques ne semblent pas toujours vraies.

Contrairement ala plupart des plantes herbacés qui sont sensibles aux longueurs
d’ondes de la lumie&e, I’influence du R/FR (ratio rouge/rouge lointain) sur la fertilité des
bourgeons latents n’est pas significative chez la vigne (May, 1965 ; Dry, 2000). Aucune donné&
ne concerne d’autres longueurs d’ondes. N&nmoins, Fallah et Kahrizi ont démontréen 2017
que les diffé&entes longueurs d’ondes pouvaient impacter le développement des bourgeons

axillaires de Crimson Seedless en condition de culture in vitro.

L’intensité lumineuse quant &elle, est un facteur clé pour ’initiation et la différenciation
des primordia inflorescentiels durant la saison 1, bien qu’il soit difficile de séparer les effets de
I’intensité lumineuse et de la température sous conditions naturelles. Depuis plus de 50 ans,
diffé&entes approches ont été menées afin d’étudier les effets de la lumiére, comme par exemple
I’utilisation de serres ou de phytotrons (Vasconcelos et al., 2009). Antcliff et al. (1955) ont &é&
les premiers a proposer I’existence possible d’une relation entre I’intensité lumineuse et la
fertilité des bourgeons (nombre d’inflorescences par rameau) dans les bourgeons du « Sultana >»
Les effets de I’intensité lumineuse ont été étudiés dans les vignobles en lien avec la duré
d’ensoleillement (Baldwin, 1964), ou encore avec la mise en ombrage (May et Antcliff, 1963).
Ainsi, une forte intensité lumineuse seule peut induire un effet positif sur la fertilité des
bourgeons (Buttrose, 1970), et quand elle est combiné ades tempé&atures deveées, un effet
synergique peut &re observe(Vasconcelos et al., 2009).

De nombreuses études ont mis en évidence la théorie initiale d’ Antcliff et Webster, qui

ont soulignéles effets de la lumiee dans la dé&ermination de la fertilit&des bourgeons
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dormance ; B) Effet des niveaux d’exposition ala lumiére sur la contribution des bourgeons secondaires

au potentiel de fertilité des bourgeons selon les cépages et la position de nceud (Sanchez et Dokoozilan,
2005).



(Buttrose, 1969a, 1969b ; Kliewer, 1982 ; Dry, 2000 ; Petrie et Clingeleffer, 2005 ; Sanchez et
Dokoozlian, 2005). Les analyses de la permeéabilité de la canop& ala lumiée et les
exp&imentations conduites sur difféentes formes de la canop& ont montrédes changements
de rendement final (Carbonneau et Casteran, 1979 ; Kliewer, 1982 ; Reynolds et al., 1996 ;
Caspari et al., 1997 ; Loveys et al., 2000 ; Greven et al., 2005). Ainsi, I’intensité lumineuse
pourrait influencer la fertilit€des bourgeons atravers ses effets sur la photosynthése et la
disponibilitédes glucides, mais aussi a travers un effet direct grace a 1’énergie lumineuse
appliqués sur les bourgeons eux-mémes (Vasconcelos et al., 2009). Les bourgeons se situant &
I’intérieur de la canopée sont moins fertiles que ceux situés a 1’extérieur, a cause du manque de
lumiée. Ils ont aussi peu de chance de survivre a I’hiver froid a long terme. L’initiation et le
développement des primordia inflorescentiels dans ces bourgeons sont aussi re&uits (May et al.,
1976 ; Morgan et al., 1985). De plus, le nombre de rameaux produits 1’anné suivante apartir
de ces bourgeons latents, ainsi que le nombre de grappes diminueraient (Shaulis et Smart, 1974).
Ces auteurs ont aussi rapporté que les feuilles localisées a 1’intérieur de la canopée avaient une
activitéphotosynthé&ique ré&luite, ce qui impacterait directement la production et 1’assimilation
des glucides. Ces feuilles ont en plus une durée de vie plus courte, due ades phéomenes de
chlorose et d’abscission induits par ’ombrage. L’association entre la forte variabilité de la
perception de la lumiée par les diffé&ents rameaux du méne cep et la forte variabilitéde
rendement final par rameau 1’année suivante laissent donc supposer que la lumiére est
éroitement lié avec la fertilitédes bourgeons, le pourcentage de dévourrement et I’induction
florale (Shaulis et Smart, 1974 ; Vasconcelos et al., 2009). On remarque €galement que les
bourgeons mis a I’ombrage ont une fertilité plus faible, et de ce fait, il semble trés important
que I’intensité lumineuse soit suffisante et puisse arriver dans la zone de formation des organes
reproducteurs sous la canopée afin d’optimiser ’initiation et la différenciation des primordia
inflorescentiels, et augmenter ainsi la fertilitédes bourgeons latents (Hopping, 1977 ; Koblet,
1985 ; Sanchez et Dokoozlian, 2005). Sanchez et Dokoozlian (2005) ont éjalement montréque
la lumiere impactait positivement la fertilitédes bourgeons primaires, mais aussi des bourgeons
secondaires (Figure 16). La contribution des deux types de bourgeons au potentiel de fertilité
des bourgeons en termes de nombre de primordia inflorescentiels par bourgeon augmenterait
avec I’exposition a la lumiére des rameaux portant ces bourgeons chez le Thompson Seedless,
le Flame Seedless, le Chardonnay et le Cabernet sauvignon. Par ailleurs, la lumiére aurait aussi
un effet significatif sur la taille des primordia inflorescentiels dans les bourgeons primaires,
mais pas dans les bourgeons secondaires, puisque dans les bourgeons primaires, le diamére des
primordia inflorescentiels augmente proportionnellement au niveau d’exposition a la lumiére

des rameaux porteurs.
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Tableau | : Effets de la durée d’exposition sur le nombre moyen de primordia inflorescentiels par
bourgeon pour les bourgeons de la base 1-12, le poids moyen des primordia inflorescentiels dans les
bourgeons de position 12 et la masse séche moyenne des plantes (feuilles + rameaux + racines) 13
semaines apres débourrement (Buttrose, 1969b).

Primordia Plant
Experiment Light regime No. Wit. dry wt.
= ) ne g
a 3600 f.c. 16 h/dark 8 h 0.89 19 56
b 3600 f.c. 12 h/dark 12 h 0.23 3 39
c 3600 f.c. 8 h/dark 16 h 0.17 10 26
d 3600 f.c. 7 h/dark 8 h/3600
f.c. 1 h/dark 8 h 0.20 7 24
e 3600 f.c. 8 h/low intensity
incandescent light 16 h 0.17 20 35
f 3600 f.c. 12 h/dark 4 h/3600
f.c. 4 h/dark 4 h 0.75 22 57
g 2400 f.c. 24 h 1.23 65 57
h 900 f.c. 24 h 0.34 14 28
L.S.D. (P < 0.05) 0.20 n.a. 11

n.a. = not assessed.

Tableau Il : Effets de I’irrigation sur la viabilité des bourgeons et leur potentiel de fertilité chez le
Thompson Seedless (Williams, 2000).

Irrigation treatment (% ET)

0.2 0.6 1.0 14
Percentage of dissected
buds that are alive 99 94 88 81
Percentage of live buds
with clusters 68 n 62 58

*The numbers of canes retained after pruning in 1990, 1991, 1992, and 1993
were 4, 6, 6, and 8 per vine, respectively. Buds were dissected in either
November or December of each year.

Irrigation treatments consisted of water applications at 20%, 60%, 100%, and
140% of full vineyard evapotranspiration (ET). ET was determined with a
weighing lysimeter.



La lumiée pourrait éalement agir via la photop&iode, mais les effets de la
photopériode sur I’initiation et la différenciation des primordia inflorescentiels ne sont pas
clairs, car il est difficile d’étudier les effets de la photopé&iode seule sans prendre en compte
’intensité lumineuse. Buttrose (1968) a rapporté qu’en conditions contrdlées, le nombre de
primordia inflorescentiels du Muscat d’Alexandrie pouvait augmenter avec la duré& du jour,
quand I’intensité lumineuse &ait &eveée (>36 000 lux) et quand la durée d’exposition a la
lumiere &ait sup&ieure al2h (Tableau ). Buttrose (1969b) a continuéaconstater que pour une
méme quantité d’énergie lumineuse donnée, les vignes ont le méme poids sec, mais pas la méme
fertilitédes bourgeons. Avec une éergie lumineuse totale de 24 000 lux %24 heures, le nombre
de primordia inflorescentiels est plus important que chez les plants soumis ala méne énergie
totale mais avec 36 000 lux <16 heures. De ce fait, le mé&anisme conduisant ala formation des
primordia inflorescentiels ne semble pas étre étroitement li¢ au mécanisme d’accumulation de
la masse seehe (photosynthése nette) qui lui-méne dépend de la quantitétotale des éergies
lumineuses reqies. Quelques annés plus tard, des éudes ont confirmé& que pour certains
cépages (Riesling et Muscat d’Alexandrie), le nombre de primordia inflorescentiels par
bourgeon augmentait quand la duré du jour é&ait plus longue (Buttrose, 1970, 1974a;
Srinivasan et Mullins, 1981a). Tous ces résultats permettraient d’émettre 1’hypothése que Si
I’intensité lumineuse est suffisamment élevée (>18 000 lux) et fournie pendant plus de 12
heures par jour, la formation des primordia inflorescentiels de certains cépages pourrait
dépendre de la duré d’exposition a la lumiére. Cependant, toutes ces expérimentations ont &&
meneéss en conditions contrdéss sous serre, et aucune étude ne s’est focalisée sur cet aspect en
plein champ. Il est donc difficile de confirmer ’impact exact de la photopériode et de la

longueur du jour sur la fertilitédes bourgeons.

Ainsi, un grand nombre de recherches ont montréla sensibilitédes diffé&ents cépages a
I’exposition a la lumiére. Pour le Flame Seedless, les bourgeons primaires a 3 primordia
inflorescentiels ne se forment qu’avec une trés forte exposition a la lumiére, alors que pour le
Chardonnay, une exposition moyenne aforte suffit (Sanchez et Dokoozlian, 2005). Le Cabernet
sauvignon pourrait induire un troisiéme primordium inflorescentiel qu’elles que soient les
conditions d’exposition a la lumiére (Sanchez et Dokoozlian, 2005). Les espéses ameéicaines,
y compris Vitis labrusca, seraient plus sensibles ala longueur du jour que Vitis vinifera
(Kobayashi et al., 1965 ; Sugiura et al., 1975). Dépendant des cépages ou des espeees, la
sensibilité¢ de la fertilité des bourgeons a 1’exposition a la lumiére est ainsi différente et peu

connue dans le cadre de pieds cultivés en conditions de plein champ.

De la mé&ne mani&e que pour la tempé&ature, une réflexion doit &re mené dans un

contexte de changement climatique. Si ce dernier ne change pas fondamentalement 1’intensité
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Figure 17 : Effet du statut hydrique et azot&(A &D : en saison 1 ; E aH : en saison 2) sur la fertilitédes bourgeons et le nombre de baies par grappe amaturitéen
saison 2 chez la Syrah et I’ Aranel au cours de deux saisons successives (Guilpart et al., 2014).



lumineuse, le fait que I’augmentation de température hivernale puisse avancer le cycle
phénologique peut modifier la photop&iode et donc affecter les phéomeénes cellulaires du

bourgeon.

IV.1.3. Etat hydrique

L’état hydrique impacte la fertilité des bourgeons directement via la quantité d’eau
disponible pour les différents processus de biosynthése durant la division et 1’élargissement
cellulaire, mais aussi indirectement en changeant les activité photosynthé&iques de la vigne,
les flux de séves, les éyuilibres hormonaux, la nutrition miné&ale et le microclimat autour des
bourgeons latents (Loveys et al., 1973 ; Dry et Loveys, 1998 ; Srinivasan et Mulllins, 1978,
1979, 1980a). Deux cas de figure peuvent avoir des effets significatifs sur la fertilité des
bourgeons durant la saison 1 : le stress hydrique, c¢’est-adire le déficit en eau et I’alimentation

excessive en eau.

Un stress hydrique persistant rérime la fertilit€édes bourgeons en affectant ala fois le
nombre et la taille des primordia inflorescentiels (Huglin, 1960 ; Vaadia et Kasimatis, 1961 ;
Buttrose, 1974b ; Guilpart et al., 2014). Williams (2000) a montréque, pour le Thompson
Seedless, une irrigation optimale (entre 20% et 60% de 1’évapotranspiration totale de tout le
vignoble) pendant la saison 1 diminuait le taux de nécrose des bourgeons, favorisait I’initiation
et la diffé&enciation des primordia inflorescentiels, et donc am@iorait la fertilitédes bourgeons
latents pour le rendement final de la deuxiéme année (Tableau I1). Une diminution de la fertilité
des bourgeons et une baisse de la masse seéhe des rameaux portant ces bourgeons sont
&jalement observees simultanénent. De ce fait, le stress hydrique impacterait la fertilit€des
bourgeons via une ré&luction des activités photosynthé&iques (Loveys et al., 1973 ; Buttrose,
1974b ; Williams, 2000). De plus, le stress hydrique pourrait provoguer une diminution de la
teneur en cytokinines dans la séve xylénienne (Livne et Vaadia, 1972), et une augmentation du
niveau d’acide abscissique dans les feuilles et les tiges (DUring et Alleweldt, 1973). Ainsi, ce
changement d’équilibre hormonal affecterait le nombre de primordia inflorescentiels pendant
la saison 1. Guilpart et al. (2014) ont montréé&yalement que le plus grand rendement &ait obtenu
avec des traitements simultanés de nutrition azotée (N) et d’irrigation pour les cépages Syrah
et Aranel. Il rapporte aussi que la fertilit€potentielle apparente en deuxiéne anné& (nombre
d’inflorescences apparues par rameau) pourrait étre réduite jusqu’a 40% quand le potentiel
hydrique pendant la floraison de la premi&e année diminue de -0,1 &-0,3 Mpa (Figure 17)
(Hardie et Considine, 1976 ; Guilpart et al., 2014). De plus, il a @émontréque le ddicit
hydrique pendant la p&iode de débourrement des bourgeons pouvait ré&luire la croissance

vé@éative, et causer un dévourrement irrégulier &faible taux, modulant ainsi le rendement (Van
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Zyl, 1984 ; Vasconcelos et al., 2009). Cependant, Smart et al. (1990) ont indiqguéun effet
contraire du stress hydrique avec augmentation de la fertilit€des bourgeons en raison de la
r&luction de la canopé& en conditions seshes permettant ainsi une meilleure exposition ala

lumiere.

En revanche, une irrigation excessive peut aussi impacter ’initiation et la différenciation
des primordia inflorescentiels, mais de fagon indirecte. L’irrigation excessive favorise en effet
une croissance vegé&ative indésirable et une canopée tres dense qui limite I’entrée de la lumiére
dans la zone des organes reproducteurs, et donc la perception de I’intensité lumineuse par les
bourgeons (Carbonneau et Casteran, 1979). Williams (2000) a montréque pour le Thompson
Seedless, quand ’irrigation dépasse 60% de 1’évapotranspiration totale du vignoble, la fertilité
des bourgeons diminuait (Tableau Il). Matthews et Anderson (1989) en concluent que
I’application d’une bonne, mais non excessive irrigation tout au long de la saison 1 était
essentielle pour une ré&olte abondante, acondition que les autres facteurs environnementaux

soient aussi favorables.

Ainsi, les diffé&ents facteurs environnementaux semblent avoir de maniée indéendante
des effets directs sur la fertilit€édes bourgeons. Mais de hombreuses interactions entre tous ces
facteurs existent et peuvent aussi impacter simultanénent les bourgeons latents en formation et
les inflorescences sorties, ainsi que le fonctionnement physiologique de la plante entiére tel que
le mé&abolisme primaire, la nutrition miné&sale, les balances hormonales et 1’expression des
différents genes. Il convient donc d’étre prudent quant aux interprétations de I’effet de tel ou

tel facteur et prendre en compte 1’ensemble de 1I’environnement et de son é&olution potentielle.
IV.2. Impact des facteurs biotiques et internes

Les glucides sous forme de sucres solubles et d’amidon sont les sources principales
d’énergie primaire pour la vigne. Leur synthése et leur stockage sont fortement impactés par
les conditions environnementales et culturales, et résultent de changements de vigueur et de
canopee. Un bon fonctionnement physiologique de la vigne néessite é&jalement une
assimilation appropriée d’autres types d’éléments tels que les éléments minéraux et I’eau. Cet
&uilibre et ce bon fonctionnement sont en partie réulé par la balance hormonale qui peut

réorienter les diffé@ents substrats et ainsi modifier le fonctionnement cellulaire du bourgeon.

IVV.2.1. Nutrition carboné : sucres solubles et amidon
La plupart des éudes consacréss aux effets des glucides sur le dé&oulement du cycle
reproducteur se sont surtout focalisées sur le développement des inflorescences et I’induction

florale durant la floraison de la saison 2 du cycle reproducteur. Or, le processus de

-28 -



Tableau 111 : Corréations entre les paramétres de maturitédes fruits, de fertilitéet de la résistance au
froid (Mansfield et Howell, 1981).

Treatment 1 2 3 4 5 6 7

Control (F) 7.34 13640 268 33 6.6 269.68 288.74
Cordon (F) 7.64 190.28 241 34 133 236.18 272.41
Shoot (F) 7.21 14435 224 35 11.6 253.28 286.42
Leaf (F) 6.74 183.23 243 32 7.8 237.70 257.81
Leaf (D) 6.88 196.88 243 31 8.1 233.25 253.81
Shoot (D) 6.63 155.38 2.41 33 14.8 239.03 280.55
Cordon (D) 5.14 14923 214 30 414 152,53 260.29
Control (D) 2.52 12480 162 28 884 25.68 221.38

1: change in soluble solids from véraison to harvest, 1977 (g./100 g).
2: 1977 yield (g/node retained).

3: clusters/node, 1978.

4: berries/cluster, 1978.

5: percent primary bud mortality, 1977-78.

6: 1978 yield (g/node retained).

7: 1978 yield (g/primary shoot).

Coarrelation coefficients

1X2;r=+052ns. 4 x5 r=-085"
1X3;r=+0.87* 4xX6;r=+091*
1x4;r=+091* 4x7;r=+-89*
1X5r=-093"

1x6;,r=+097*" 5x6;r=-099*
1xX7,r=+083*" 5x7;r=-0.76"*
3X4;r=+072" 6x7;r=+0.87"
3X5r=-086"

3x6;r=+0.89*

Ix7;r=+081"
* Significant at the 5% level.
** Significant at the 1% level.



développement reproducteur demande de ’énergie a partir de l’initiation des primordia
inflorescentiels durant la croissance des bourgeons latents en année N jusqu’a la maturité¢ des
fruits en anné N+1. Le méabolisme des glucides, leur transport et leur stockage sous
différentes formes dans la plante entiere durant la période de D’initiation des primordia
inflorescenciels détermine le nombre de grappes qui pourront émerger ’année suivante
(Candolfi-Vasconcelos et Koblet, 1990). Les glucides jouent donc un rde clé dans la
reproduction de la vigne (Caspari et al., 1998). Ils sont impliqués (i) dans I’initiation des
primordia inflorescentiels durant la saison 1, (ii) dans I’initiation florale pendant la floraison de

la deuxiéme année et (iii) dans la m&ose (Lebon et al., 2008).

Pendant les stades précoces de développement des bourgeons, 1’initiation des primordia
inflorescentiels et des inflorescences dépendent de 1’approvisionnement des réserves en amidon
de I’année précédente et de I’intensité de la mobilisation des sucres de réserve, puis dans un
second temps de I’activité photosynthétique de 1’année courante (Lebon et al., 2008). La
relation entre la fertilit¢ des bourgeons latents et 1’approvisionnement des réserves en amidon
de I’année précédente a été éudié par plusieurs auteurs (Mansfield et Howell, 1981 ; Candolfi-
Vasconcelos et Koblet, 1990 ; Howell et al., 1994 ; Duchée et al., 2003a, 2003b ; Bennett et
al., 2005). Au début du printemps, les bras et les rameaux de I’année précédente, lignifiés, ont
déja procédé a la mise en réserve avant la dormance. Aucun organe n’est alors capable de
produire des sucres via I’activité photosynthétique. De ce fait, la réserve en amidon de 1’année
pr&élente est la seule ressource en glucides dans la plante. Mansfield et Howell (1981) ont
montré que la fertilit¢ des bourgeons latents et le rendement final de ’année N+1 étaient
fortement corréeés avec le mé&abolisme des glucides entre la vé&aison et la maturitédes baies
de I’année N (Tableau IIl1). Si le niveau des réserves en amidon est insuffisant pour le
développement de tous les primordia inflorescentiels, certains de ces derniers avortent (Lebon
et al., 2008). Lebon et al. (2008) a aussi expliqué que le nombre d’inflorescences apparues au
printemps dépendait de I’approvisionnement des réserves de I’année précédente. Un effeuillage
excessif (> 50% de la canopée) durant la saison 1 peut réluire le niveau des réserves en amidon
et impacter la fertilité des bourgeons, c’est-adire le nombre d’inflorescences dans les
bourgeons, et ainsi limiter 1’émergence des inflorescences en deuxiéme anné (Candolfi-
Vasconcelos et Koblet, 1990 ; Duchéne et al., 2003a, 2003b ; Bennett et al., 2005). De plus,
plus I’effeuillage est effectu¢ tot ou le degré de I’effeuillage est important, plus la réluction de
la fertilitédes bourgeons est significative (Mansfield et Howell, 1981 ; Candolfi-Vasconcelos
et Koblet, 1990 ; Koblet et al., 1994 ; Bennett et al., 2005).
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Tableau 1V : Effets d’une fertilisation en azote (N), en phosphore (P) et en potassium (K) sur la
taille des primordia inflorescentiels dans les bourgeons de la base en 4@me et 6&me rang (Srinivasan
etal.. 1972).

Treatments Mean size of cluster primordia K % in thedry  Total carbohydrate %
expressed as D/L ratio petiole in the dry petiole
4th bud 6th bud

Control 0,7986 0,8674 213 11,70

N 1,1333 1,1647 3.57 16,13

P 0,9907 0,8818 2,95 13,67

K 1,2600 1,2213 3,58 17,23

NP 1,1033 1.1026 2,61 14,13

NK 1,1275 0,9814 312 13,70

PK 1.1083 1,1506 3,42 14,30

NPK 1,1976 1,1190 3,21 14,30

L.S.D. (P<<5%) 0,26 0.24 0,41 219




Un mois apres le débourrement, 1’amidon continue a étre la seule source d’énergie
carbonée disponible pour le développement des bourgeons et des inflorescences (Motomura,
1993) puisque les jeunes feuilles, qui n’ont pas encore atteint une surface suffisante, restent des
organes «puits » nécessitant 1’apport d’énergie pour leur propre dé/eloppement (Lebon et al.,
2008). En tant que liane, la vigne privilégie pendant cette p&iode la croissance vegéative, au
dériment de la formation des organes reproducteurs. Quand les feuilles atteignent une taille
suffisante et deviennent une source d’assimilats, durant les premiers stades de la croissance des
primordia inflorescentiels, les bourgeons latents regivent alors les glucides produits par leur
feuille sous-jacente et le rameau qui les portent (Motomura, 1993). Ensuite, les activités
photosynthéiques de ces feuilles augmentent pour atteindre leur optimum au moment de la
floraison qui est plus ou moins synchronisée avec le deelin de la mobilisation des sucres depuis
les organes pé&ennes (Zapata et al., 2004 ; Lebon et al., 2005). Au total, jusqu’a 44% de
carbones assimilé par toute la plante seraient destiné au processus de reproduction :
I’initiation et la différenciation des primordia inflorescentiels, le développement des

inflorescences, des fleurs, et des baies de raisin (Candolfi-Vasconcelos et Koblet, 1990).

1VV.2.2. Nutrition minérale
1V.2.2.A. Azote

L’influence de la fertilisation azotée sur la formation des primordia inflorescentiels et
des fleurs est peu connue. Il est généralement accepté qu’un apport optimal d’azote est
ne&sessaire pour la formation des primordia inflorescentiels et la diffé&enciation des fleurs
(Baldwin, 1966 ; Alleweldt et Ilter, 1969 ; Srinivasan et al., 1972 ; Vasconcelos et al., 2009).
Srinivasan et al. (1972) ont montré qu’un déficit azoté ré&luisait le nombre de primordia
inflorescentiels par rameau et le nombre de fleurs par inflorescence. Pour une vigne ayant une
teneur basse en azote, I’apport d’azote pourrait augmenter le nombre, ainsi que la taille des
primordia inflorescentiels (Tableau 1V) (Baldwin, 1966 ; Alleweldt et Ilter, 1969 ; Srinivasan
et al., 1972). En revanche, le mé&anisme de régulation reste inconnu. De plus, pour Vitis
vinifera, les études de I’impact de la nutrition azotée sur la fertilité des bourgeons sont souvent
combinées avec des études sur I’alimentation en eau a cause de la relation proche de ces deux
facteurs. De ce fait, les ré&ultats ne permettent pas réellement de connaire les effets speeifiques
de I’azote. Par exemple, I’é¢tude de Guilpart et al. (2014) a dé@nontréque la baisse de la teneur
en azote dans les feuilles (LNC : Leaf N Content) &ait liée au niveau de la disponibilitéen eau.
Ainsi, ce serait la diminution de la teneur en azote des feuilles combinée a I’augmentation du
stress hydrique durant la floraison de I’année N qui réduirait la fertilité¢ des bourgeons jusqu’a

36% pour la Syrah et 40% pour 1’ Aranel en année N+1 (Guilpart et al., 2014). Pour la Syrah et
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corréation entre le stress hydrique durant la pé&iode critique de la saison 1 et le nombre de baies par

grappe de la saison 2 (Guilpart et al., 2014).



I’Aranel, la fertilitédes bourgeons et le nombre de baies par grappe ala maturitéseraient
significativement corréés avec la teneur en azote et le niveau de stress hydrique de I’année
précédente, alors qu’il n’y a presque pas de corrélation avec I’alimentation azotée de 1’année
méne (Figure 17). Selon Guilpart et al. (2014), la formation des inflorescences serait sensible
aux stress hydrique et azotédurant une p€&iode critique qui se situe entre 400 et 700 degrés-
jour apreés le débourrement pendant la saison 1 (Figure 18). Ainsi, Guilpart et al. (2014)
démontrent que la combinaison des deux paramétres (mesure d’azote et déermination de 1’état
hydrique) pendant la pé&iode critique serait un bon indicateur pour la déermination de la
fertilité des bourgeons pendant la saison 1. Ces paramétres combinés pourraient &re ainsi

utilisés pour estimer le rendement maximal pour la deuxiéme année du cycle reproducteur.

D’un autre c6té, I’application excessive d’azote durant la phase de croissance végétative
de la saison 1 pourrait aussi réduire le nombre d’inflorescences différenciées par rameau, mais
pas le nombre de fleurs par inflorescence (Alleweldt et Ilter, 1969). Ces résultats sont en accord
avec ceux de Keller et al. (1995) et de Keller et Koblet (1995a), qui ont montréune ré&luction
de la fertilitédes bourgeons du Mdler-Thurgau en réponse a la fois au déficit et a I’excés de
nutrition azotée. L’impact de ’exces d’azote sur la fertilitédes bourgeons semble &re indirect :
la modulation de I’apport de nutrition azotée modifierait la croissance végétative, et donc la
canopée de la vigne. Avec un apport excessif d’azote, la canopee deviendrait plus large, limitant
ainsi la perception de la lumicre par les bourgeons qui est un facteur clé de I’initiation et la
diffé&enciation des primordia inflorescentiels. De plus, pendant la saison 2 du cycle
reproducteur, I’exces de vigueur induirait, par un apport excessif d’azote, la nécrose précoce du
p&loncule inflorescentiel, ainsi que du filage, trouble physiologique provoquant la formation
de vrilles ala place des inflorescences et donc une diminution du rendement final (Jackson et
Coombe, 1988 ; Lombard et al., 1991 ; Jackson, 1994 ; Parish, 1996 ; Keller et al., 2001).

1V.2.2.B. Autres déments miné&aux : phosphore et potassium

Peu d’études ont porté sur les effets de différents éléments minéraux sur la formation
des primordia inflorescentiels ; seuls le phosphore (P) et le potassium (K) ont &éplus ou moins
é@udié& (Mullins et al., 1992).

Skinner et Mattheus (1989) ont rapporté&que pour un sol limitéen P (4,6 mg-kg™?),
I’application de nutrition phosphorique réguliere pendant I’année N pouvait améliorer la

fertilitédes bourgeons du Carignan en anné& N+1 et maintenir un nombre de primordia
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Carignan un et deux ans aprés (Skinner et Matthews, 1989).



inflorescentiels initiés (jusqu’a 79%) en année N+2. Le manque de phosphore pendant la
floraison en saison 1 du cycle pourrait causer une désroissance significative du nombre de
primordia inflorescentiels initiés, mais aussi une diminution du nombre de baies, et du poids
des grappes de la deuxiéme année. Comme 1’apport de P pourrait influencer le maintien des
primordia inflorescentiels initié et la diffé&enciation des fleurs, le déficit en P pourrait aussi
impacter le rendement de la troisiéne année (Figure 19) (Skinner et Matthews, 1989). En
revanche, I’apport de phosphore ne semble pas influencer la taille des primordia inflorescentiels
(Tableau V). Des éudes de flux de P radioactif ont montréune accumulation pré&é&entielle de
phosphore sous forme organique dans les apex des rameaux en croissance active et dans les

jeunes bourgeons qui, par la suite, deviendraient fertiles.

Le potassium (K) joue aussi un rde crucial dans la formation des inflorescences de la
vigne. Une augmentation de la fertilitédes bourgeons de Concord a é&&observé apres une
application de K dans les sols déficients en K des vignobles du Michigan (USA) et de Niagara
Peninsula (Canada) (Larsen, 1963). Des effets similaires du potassium ont aussi &éeobserves
pour du Thompson Seedless dans un vignoble californien (Christensen, 1975). Une fertilisation
potassique en anné N entramerait une augmentation entre 40% et 58% de la taille des
primordia inflorescentiels dans les bourgeons latents (Tableau IV) (Srinivasan et al., 1972). Les
réponses positives de la vigne au potassium pourraient @re liées au fait que les vignes
sembleraient utiliser de préé&ence le potassium apportéque le potassium stockédans le cep

pour la croissance vegéative et le déeloppement des bourgeons (Obbink et al., 1973).

En revanche, les études réalisées sont assez anciennes, et ne comprennent souvent qu’un
seul @ément, alors que la nutrition miné&ale concerne au moins quatre macroéaéments : 1’azote
(N), le phosphore (P), le potassium (K) et le magné&ium (Mg) et un ensemble d’oligoéléments.
Ces d@éments affectent le fonctionnement de la plante via les mé&anismes de balances
complexes, tels que les &yuilibres P/N et K/Mg et peuvent agir de maniee antagoniste ou
synergique selon leur niveau ou le stade de déreloppement de la plante. De ce fait, il est difficile
d’expliquer le mécanisme d’action et de régulation de chaque élément minéral sur 1’initiation
et la diff@enciation des primordia inflorescentiels. Les niveaux optimaux de N, P et K &ant
associes aun niveau de production optimale, lui-méme régulé par I’alimentation hydrique et les

&yuilibres hormonaux (Jako, 1976 ; Srinivasan et al., 1972).
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IV.3. Réyulation et éuilibres hormonaux

Les effets des difféents ré&yulateurs de croissance sur la fertilitédes bourgeons ont &é
bien éudié& séarénent. Comme pour toutes les autres plantes ligneuses p&ennes, les balances
des diffé&entes hormones speeifiques de la vigne sont exigé&s pour son déreloppement des
inflorescences et des fleurs (Zeevaart, 1976). Cependant, les méanismes de réyulation des
balances hormonales sont complexes, et les moindres changements environnementaux et
nutritionnels peuvent affecter ces balances, ce qui par conséguent impacte la fertilité des

bourgeons latents.

Pour la vigne, le développement des primordia inflorescentiels est ré&ulé a deux
niveaux : (i) la formation, et (ii) la diffé&enciation des anlagen (Vasconcelos et al., 2009).
Plusieurs familles de régulateurs hormonaux sont impliqués. Pour la floraison, les
gibbérellines (GAs) et les cytokinines (CKs) sont deux familles d’hormones essentielles ; pour
I’entrée en dormance et la levée de dormance avant le débourrement, le réle de 1’acide
abscissique (ABA) a @éédénontré(Lavee et May, 1997 ; Koussa et al., 1998 ; Or et al., 2000 ;
Orphir et al., 2009). Quant aux auxines (AIA), leur réle n’est que partiellement élucidé car elles

agiraient en connexion avec les CKs (MUler et Leyser, 2011).

Les gibbérellines sont essentielles &la fois ala formation des anlagen et ala

déermination de leur développement (Srinivasan et Mullins, 1980a). L’initiation précoce des
anlagen (formation des axes des inflorescences) et la formation plus pré&oce des deux bras a
partir des anlagen ont &é&observées aprés un traitement avec des GAs sur des vignes cultivées
sous serre : les premiers anlagen sont apparus dans les bourgeons des rangs 2 et 3 apres le
traitement, alors qu’ils apparaissent en rangs 4 et 5 pour les plants non traités. Par contre, la
formation des primordia inflorescentiels est inhibé par le traitement avec des GAs, et les
anlagen formé& dans les vignes traitées par les GAs ne peuvent se développer qu’en vrilles.
L’utilisation d’inhibiteur de la biosynthése des GAs (chlorméquat) a montré que ce phénomene
éait réversible (Mullins et al., 1992). Ces ré&ultats montrent que le rde des GAs déend du
stade de développement des bourgeons latents avec des effets bénéiques sur la formation des
anlagen durant les stades tres préeoces du déseloppement, et des effets inhibiteurs sur la
formation des primordia inflorescentiels pendant la dé&ermination du déseloppement des
anlagen. Plus récemment, 1’étude d’un mutant appelé « L1 >>(Layer 1 mé&isté@natique) et d&ive
du Pinot Meunier a montréque ce phénotype ne formait pas de vrilles, mais uniqguement des
inflorescences tout le long du rameau. Le gene mutéresponsable de ce phéotype est un
homologue du géne GA INSENSITIVE (GAI) d’Arabidopsis thaliana. De ce fait, I’insensibilité

de ce mutant aux GAs a entraméla transformation des primordia vrillaires en primordia
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Figure 20 : Effets d’un ajout de cytokinines (10 uM de PBA) sur I’expression relative de (a)
WTFL1a, (b) VAPL et (c) VFL dans les vrilles du Thompson Seedless cultivéss sans (en gris) ou
avec (en noir) (Crane et al., 2012).
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Figure 21 : Analyse des effets des cytokinines (PBA) sur le phénotype des vrilles cultivées avec
10 pM de PBA (Crane et al., 2012).




inflorescentiels et ainsi favoriser la formation des inflorescences, confirmant le r&8e inhibiteur
des GAs dans ’initiation et la différenciation des primordia inflorescentiels (Boss et Thomas,
2002).

Les cytokinines sont aussi impliqués dans le contrde du développement des
inflorescences de la vigne. Srinivasan et Mullins (1978, 1979, 1980a, 1981a et 1981b) ont induit

la formation d’inflorescences et de structures inflorescentielles a la place de vrilles dans
guelques espeees de Vitis par des traitements abase de cytokinine 6-(bensylamino)-9-(2-tetra-
hydropyranyl)-9H-purine (PBA). La conversion des vrilles en inflorescences peut avoir lieu
dans les anlagen indiffé&enciés, mais aussi dans les jeunes vrilles (Mullins et al., 1992). Le
traitement avec le chlormé&juat favorise aussi la formation des inflorescences apartir des
anlagen et des vrilles, mais il n’induit pas la formation des inflorescences quand il est appliqué
seul. 1l appara®™ que le chlormé&uat pourrait modifier la balance hormonale de GA/CKs, en
favorisant la production des CKs et en inhibant la biosynthése de GAs (Coombe, 1967 ;
Srinivasan et Mullins, 1980a, 1981a, 1981b ; Mullins et al., 1992). Plus ré&eemment, Crane et
al. (2012) ont mis en &ridence que, dans les vrilles de Thompson Seedless traités avec des
CKs, I’expression du géne VVTFL1a, (gée impliqguédans le contrde de la diffé&enciation
inflorescentielle) &ait surexpriméprés de 14 fois par rapport aux plantes non traités (Figure
20). Or, pendant le développement des vrilles chez une plante sans traitement aux CKs, on
constate naturellement une ré&ulation néative de VvTFL1a. Il a donc été suggéré qu’un point
de transition existerait durant le développement des vrilles, et que ce point pourrait &re retardé&
par les CKs. Un tel délai pourrait affecter négativement 1’acquisition précoce de 1’identité&
me&isténatique florale (IMF) et augmenter le degré de ramification des primordia
inflorescentiels pour ainsi transformer les vrilles en structures inflorescentielles (Figure 21). De
ce fait, il est supposé€que le développement des inflorescences, qui est positivement regulé&par
les CKs, dépendrait du délai d’acquisition des caractéristiques du méristéme floral par les

anlagen (Crane et al., 2012).

Si les CKs sont considéés avoir un effet positif sur I’initiation et la différenciation des
primordia inflorescentiels, les réentes éudes conduites par Dun et al. (2012) ont montrédans
le cas du petit pois (Pisum sativum), qu’un apport de cytokinines a forte concentration
n’induisait pas d’amélioration de croissance des bourgeons. De plus, la concentration la plus
forte testé& (0,1% dimethyl sulfoxide) paraiirait toxique pour la plante, entramant des
réluctions de la croissance de ramification des bourgeons. Ces résultats sont int&essants, car
ils montrent un effet né&atif des CKs a une forte concentration sur I’initiation et la
diffé&enciation des primordia des bourgeons, qui est contraire atout ce qui a é&é&dénontrépour

la vigne jusqu’a nos jours.
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De plus, les CKs repréentent des messagers secondaires et pourraient &re impliqués
dans le signal auxinique (AlA). L’AIA semble &re un facteur important dans la régulation des
activités des bourgeons, di a I’effet inhibiteur de I’apex sur le débourrement des bourgeons
axillaires le long du rameau (Bessis, 1965). Muler et Leyser (2011) ont montré que I’AIA
pouvait réyuler né&ativement la biosynthése des CKs, et de ce fait, mis en évidence que les CKs
pouvaient étre des messagers secondaires de 1’auxine dans la régulation du développement des
bourgeons. La ramification de ’axe principal et des primordia inflorescentiels est souvent
inhibée par le mé&istame apical, atravers la production et le transport d’AIA (Prusinkiewicz et
al., 2009). L’ AIA parait aussi limiter la disponibilité des CKs, et quand la concentration d’AIA
est faible, la ramification est stimulé par les CKs synthéisées (MUler et Leyser, 2011 ; Peer
et al., 2011 ; He et al., 2012 ; Leduc et al., 2014, Rameau et al., 2015 ; Roman et al., 2016).
Les primordia inflorescentiels proches du mé&isténe apical sont ainsi potentiellement moins
ramifiés que les primordia inflorescentiels basaux, en partie acause de leur proximitéde la
source d’AIA (Eltom et al., 2014).

En revanche, les effets de ’ABA sur D’initiation et la ramification des primordia
inflorescentiels ont trés peu éééudiés. Par contre dans le bourgeon, son rde dans la leves et
I’entrée en dormance est relativement bien connu. D’un cété, il a été démontré que dans les
bourgeons latents la teneur en ABA diminuait considé&ablement durant la levé de dormance
entramant un changement d’équilibre ABA/GA, induisant 1’hydrolyse d’amidon par I’a-
amylase favorisant ainsi le début de I’organogenése (Koussa et al., 1998 ; Zapata et al., 2004 ;
Mohamed et al., 2012 ; Rubio et al., 2014). D’un autre coté, I’ABA, induit par les hautes
températures et le stress hydrique pendant 1’été, est aussi le facteur clé de I’induction et du
contrdle de I’entrée en dormance des bourgeons latents et de la mise en réserve d’amidon avant
la dormance (Rinne et al., 1994 ; Koussa et al., 1998 ; Or et al., 2000 ; Zheng et al., 2015).
Sachant que cette phase correspondrait a la phase tardive d’initiation et de ramification des
primordia inflorescentiels, il serait possible de supposer que I’ABA pourrait jouer un rdle (i)
dans le controle du rythme de la fin d’initiation et de ramification des primordia inflorescentiels
via la régulation de I’entrée en dormance des bourgeons, (ii) dans la qualité de la mise en réserve

d’amidon pour la disponibilité des sucres au printemps suivant.

Les modes de ré&yulation hormonale dans le développement des bourgeons, ainsi que
dans D’initiation et la diffé&enciation des primordia inflorescentiels sont trés complexes. Les
signaux internes des hormones peuvent affecter aussi 1’expression des différents génes
impliqués dans la réponse aux conditions environnementales et nutritionnelles. Les balances
hormonales varient aussi avec les espeees et les variéés de plantes, et peuvent &re impactéss

par les conditions environnementales et les maladies. De hombreuses &udes ont &€menées
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sur les effets des hormones clé& comme les GAs, les CKs et I’ AIA. Par contre peu d’études ont
porté sur I’acide abscissique (ABA), les strigolactones, ainsi que les diffé&entes balances
hormonales pendant les phases pré&oces de développement des bourgeons. Les modes de
régulation de ces hormones et leur interaction avec la fertilitédes bourgeons de la vigne sont

encore peu connus, et né&essitent plus de recherches dans le futur.
IV.4. Reulations mol&ulaires

Aujourd’hui, les méanismes de régulation moléculaire de I’initiation et de la
diffé&enciation des primordia inflorescentiels dans les bourgeons latents restent encore tres peu
connus. La plupart des éudes portant sur la reproduction de la vigne concernent souvent la mise
afleur (Mandel et al., 1992 ; Weigel et al., 1992 ; Macknight et al., 1997 ; Carmona et al., 2002)
et ’embryogenése (Schellenbaum et al., 2008 ; Maillot et al., 2009 ; Gambino et al., 2011). De
plus, de nombreuses &udes sur la régulation molé&ulaire de ces processus chez la vigne se
réféent encore souvent aArabidopsis thaliana pour la compréhension des fonctionnements

physiologiques et biologiques des génes identifiés.

Cependant, entre I’initiation et la différenciation des primordia inflorescentiels et la
mise afleur ainsi que I’embryogenése, il existe un processus commun qui consiste en la
formation et la diffé&enciation des mé&isténes, ou encore plus preisénent en la prolifé&ation
et la difféenciation des cellules mé&isténatiques. Ainsi, on pourrait supposer que certains genes
impliqué dans le mé&anisme de la mise afleur et dans ’embryogenése pourraient aussi
participer ala formation et la diffé&enciation des mé&isténes v&yésatifs et reproducteurs, et donc
au processus d’initiation et de diffé&enciation des primordia inflorescentiels dans les bourgeons
latents de la vigne. De ce fait, certaines familles de genes susceptibles d’intervenir dans le
contrde des activités méristématiques, la régulation de la floraison ainsi que 1’embryogenése
somatique seraient int&essantes a&udier. Chez Arabidopsis thaliana, des genes clé& ont pu
ére identifié& depuis longtemps comme par exemple les genes de la famille de CLAVATA,
genes clés de contrdle d’activité cellulaire du méristéme apical. Les génes MFT/FT/TFL1 et
MADSS seraient quant 2eux impliqués dans la régulation des mé&istenes floraux, et donc dans
le controle d’induction de la floraison. Mais aussi des génes comme LEC1 qui montrent des
propriétés de régulation de division et de prolifération cellulaire dans 1’embryogenese

somatique.

IV.4.1. Genes CLE (homologues de CLAVATA): génes clés de contrdle d’activité
mé&risténatique
Les genes de la famille CLAVATA (CLV1,2 ou 3) ont éé&identifiés chez de nombreuses
espeses vegeéales (Cock et McCormick, 2001). Chez Arabidopsis thaliana, des mutants clv3
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Figure 22 : Mode de fonctionnement du maintien des cellules mé&isténatiques dans le mé&isténe
apical de I’axe principal (Heidstra et Sabatini, 2014).



(déficients pour ce gene) ont pu ére ré&lisé et présentent une expansion excessive du
meistame apical, avec une surproduction des organes floraux (Clark et al., 1995). Au contraire,
une surexpression des genes CLV3 déavorise le maintien du me&istene et entrame 1’arrét de
croissance de 1’apex mé&ist@natique (Brand et al., 2000). Ces &udes ont mis en &vidence le

rde central des genes CLV3 dans la réyulation du maintien de mé&istéme apical.

Le mode de fonctionnement des genes CLV3 dans le contrde du meé&isténe apical est
relativement bien connu. Les CLV3 sont localisé&s et exprimés au niveau des premiéres assises
des cellules mé&istématiques dans la zone centrale du mé&istame apical (Fletcher et al., 1999).
Il a @émontréque les CLV3 répriment 1’expression des génes WUSCHEL (WUS) qui lui-méme
est un régulateur positif d’activités cellulaires du méristtme apical. Ces deux geénes
fonctionnent en éuilibre et permettent une finesse de régulation des activités mé&istématiques
(Figure 22) (Brand et al., 2000 ; Carles et Fletcher, 2003 ; Sharma et al., 2003 ; Strabala et al.,
2006).

Chez la vigne, des homologues des genes CLV3 ont &éré&emment identifiés, et sont
nommé& CLAVATAS3/ESR-like (CLE). Parmi les diffé@ents génes CLE identifiés, deux
paraissent inté&essant car ils pré&entent des expressions relativement importantes dans les
bourgeons axillaires. 11 s’agit de VVCLE25-1 et VVCLE-TDIF (Tominaga-Wada et al., 2013).

Bien que le rde exact des genes CLE ne soient pas encore éablis chez la vigne, leurs
fonctions intégratrices des différents signaux endogenes et exogenes chez d’autres especes a
int&& agronomique est aujourd’hui connu (Benlloch et al., 2015). Cette famille de génes est
reconnue pour &re un des acteurs majeurs de la formation mé&isténatique. Aussi, dans notre
contexte d’étude, ces genes pourraient jouer un rde dans la ré&yulation des mé&anismes de
division et de prolifé&ation cellulaire du mé&isténe apical du bourgeon, et ainsi &re impliqués

dans le processus d’initiation et de différenciation des bourgeons latents.

IV.4.2. Genes MFT/FT/TFL1 et MADSS : génes de régulation d’induction florale
Aujourd’hui chez différentes especes végétales, un grand nombre de genes impliqués
dans I’induction florale sont connus. Les premiers a avoir été étudiés sont FLOWERING
LOCUS T (FT) et TERMINAL FLOWER1 (TFL1) associés ades facteurs de transcription de
type MADS. TFL1 est particuliérement intéressant puisqu’il a ét¢ démontrécomme éant un
gene majeur dans le contrde du rythme de déermination des inflorescences (Ratcliffe et al.,
1999 ; Blazquez et al., 2006). C’est cette famille de génes qui va exercer un contrde plus ou

moins direct face aux facteurs endogénes que sont les hormones.
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Figure 23 : Hypothése de modée de fonctionnement de la diffé&enciation des mé&istémes. Triangle
orange représente le degré de ramification des mé&istémes ; Cercles vert foncé repréentent le
méristéme apical de 1’axe principal et Cercles vert clair représentent les ramifications mé&isté@natiques

(Crane et al., 2012).




Chez la vigne, ces genes sont identifiés et nommé& VvFT, VWTFL1a et VVMADSS, et
participent également a la mise en place de I’induction florale. Les études d’expression de ces
genes ont montréque VVMADSS é&ait surexprimépreeocement dans les bourgeons axillaires.
Ainsi, il est supposéque VVMADSS8 pourrait &re un gene impliquédans la phase pré&oce du

déreloppement des inflorescences (Sreekantan et Thomas, 2006).

Une éude plus ré&ente de VWTFL1 a montréque le niveau de transcrits dans les
bourgeons latents situés vers I’apex est significativement plus élevé que celui dans les
bourgeons de la base, pour le céage Superior Seedless (Crane et al., 2012). La surexpression
de ce géne dans les bourgeons latents plus fertiles durant le printemps de la saison 1 suppose

qu’ils pourraient réguler positivement la fertilité des bourgeons pendant la phase preésoce.

De plus, il a @éégalement montréque la famille de genes FT/TFL1, qui éait habituellement
impliquee dans le contrde de la floraison, pouvait aussi intervenir dans la transformation de
structure vrillaire en structure inflorescentielle, dans le cas de culture embryogénique somatique
sous effets des CKs (Crane et al., 2012). La surexpression de VVTFL1 entramerait donc un déai
d’acquisition d’IMF en maintenant une proliféation cellulaire importante dans les mé&isténes
et favoriserait ainsi la taille des primordia inflorescentiels (Figure 23). Enfin, si le
fonctionnement du couple FT/TFL1 est bien connu, il s’agit la d’une vaste famille de génes. Au
sein de celle-ci, un autre géne identifiécomme MOTHER of FT and TFL1 (MFT), est présent
dans de nombreuses especes vegéales ligneuses, telles que le rosier, la vigne ou encore
Jatropha curcas (Carmona et al., 2007 ; Chen et al., 2013 ; Randoux et al., 2014 ; Tao et al.,
2014), ou non comme le fraisier (Iwata et al., 2012 ; Hu et al., 2016), ou monocotylé&lones
comme par exemple Symplocarpus (Ito-Inaba et al., 2016). Pour la vigne, deux isoformes MFT
ont &ée identifiées, et une seulement a &é retrouvé dans les bourgeons latents (MFT1)
(Carmona et al., 2007). Les travaux de Diaz-Riquelme et al. (2012) ont mis en &idence une
expression de VVMFTL1 dans les bourgeons latents de la vigne. De plus, le r&e de ce géne dans
le rythme de la floraison a ré&eemment &émis avant pour des espeees véyéales soumise ades
remontees de floraison comme le Rosier et le Fraisier (Remay et al., 2009 ; Iwata et al., 2012).
Ces donnéss bibliographiques éablies sur le rde de MFT dans la mise en place de la floraison,
combinées a celles connues sur I’importance et la régulation de MFT par I’ABA lors des
processus de germination (Xi et al., 2010) en font un géne potentiellement int&essant dans le

cadre de notre éude.
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Figure 24: Modéle d’interactions des régulateurs contrlant I’embryogenése somatique chez
Arabidopsis. Les lignes continues indiquent les reégulations transcriptionnelles directes mises en
&idence ; les lignes pointillées indiquent les réulations transcriptionnelles dont les méanismes
restent inconnus ; les cercles orange repréentent les génes codant pour les proténes B3-domain ; les
cercles verts repréentent les génes codant pour les facteurs de transcription MADS-box ; les cercles
violets représentent les génes codant pour les facteurs de transcription AP2 (Guan et al., 2016).



IV.43. Genes VvL1L (homologue de AtLEC1): géne d’induction d’embryogenése
somatique

Chez Arabidopsis thaliana, les rdes des genes LEC (LEAFY COTYLEDON 1) sont

assez bien établis dans I’embryogenése somatique. Les LEC pourraient &re induits par les genes

WUS et réguleraient I’embryogenése somatique par plusieurs voies de signalisation, notamment

sous I’action d’hormones clés connues : AlA et des GAs (Figure 24) (Guan et al., 2016).

Chez la vigne, I’expression du geéne VvLIL (LEAFY COTYLEDON 1-like), un
homologue de AtLEC1, est détectée seulement au cours de la phase précoce de I’induction,
avant I’apparition des embryons somatiques (Schellenbaum et al., 2008 ; Maillot et al., 2009).
Ces travaux laissent supposer que ces familles de genes pourraient &re impliquéss dans le

processus d’initiation et de différenciation des primordia inflorescentiels.

Au regard de I’ensemble des données de la littérature et pour pouvoir avoir un regard
sur différents régulateurs moléculaires clés des mécanismes d’induction, d’initiation et de
ramification des primordia inflorescentiels, 6 génes connus chez la vigne ont &éciblé dans
notre éude : VWTFL1a, VVWMFT, VWMADS8, VVCLE25-1, VVCLE-TDIF et VL1L.

A I’'image des autres facteurs de régulation déja cités, I’implication des génes dans les
mécanismes d’induction, d’initiation et de ramification des primordia inflorescentiels est encore
mal connue chez la vigne. Les effets antagonistes et synergiques sont sans doute nombreux et
fortement impacté& par les conditions environnementales et nutritionnelles, ne permettant

d’émettre que des hypotheses quant aux relations existantes entre eux.

-39 -



CHAPITRE 2

Matériels et méthodes




- - - -
- France
@
e = -2
@
C - et et
N =
SR -
=Y n
. w
2
) =4 o
e i
- @
o " g Sange B
g X - o
- 2 g
S - -
= -
= q
- Seageese -

Figure 25 : Localisation de la parcelle d’étude (Google Maps)



L’objectif de notre travail est de réaliser une étude intégrative combinant des approches
microscopiques, moléeulaires, hormonales et biochmiques afin de (i) mieux comprendre les
mécanismes de régulation des processus d’initiation et de différenciation des primordia
inflorescentiels, (ii) évaluer les différents impacts de la lumiére, de I’équilibre hormonal et de
certaines pratiques culturales comme I’effeuillage sur la fertilité des bourgeons et (iii) proposer
des indicateurs permettant au viticulteur d’évaluer précocement la fertilité potentielle. C’est
pour cette raison que nous avons choisi de travailler uniqguement sur une parcelle en plein champ

conduite directement par le viticulteur.

. Maté&iel vagd&al

1.1.  Parcelle d’expérimentation

Notre é&ude a ééré&lisee sur une parcelle de Merlot au ch&eau Ferran, situéaMartillac
dans la région bordelaise (N44°42°44°°, W0°31°55"), appellation Pessac-Légnan (Figure 25).

La parcelle préente les caract&istiques suivantes :

- céage : Merlot

- porte-greffe : 3309 C

- anné de plantation : 1983

- type de sol : sables graveleux avec sous-sol argilocalcaire

- travaux en vert : effeuillage une face (stade petit pois), rognage, &hardage systématique
- densitéha? : 5556

- orientation des rangs : E/O

- taille : Guyot double

- hauteur de rognage : 1,75 m

- HI/E®: 04

Cette parcelle a &é&choisie en raison de sa sensibilit€aux variations de rendement
(données historiques fournies par le ch&eau), mais ne pré&entant pas de variabilité intra-
parcellaire, ni de dé&éuilibre nutritionnel, ni de sympt@mes de viroses, ni de variation de

vigueur.

2 Densité&ha: 10000 / (Ecartement des rangs (m) x<Ecartement des pieds (m)) = densitéréelle sans prendre compte
les tourniéres
3 H = hauteur de feuillage aprés rognage (= hauteur de rognage — hauteur de tronc) ; E = &artement des rangs
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Tableau V : Conditions climatiques de 2013, 2014, 2015, 2016 et 2017 (donnés Mé&eoCiel, station Mé&ignac Bordeaux).

Température maximale moyenne (°C)

Température minimale moyenne (°C)

Ensoleillement total (h)

Précipitations totales (mm)

Normal 2013 2014 2015 2016 2017 [Normal 2013 2014 2015 2016 2017 |[Normal 2013 2014 2015 2016 2017 [Normal 2013 2014 2015 2016 2017
Janvier 10,1 9,5 12,7 103 124 86 31 3,9 6,6 31 6 0,7 % 558 687 754 582 1323| 87,3 138 1811 934 2338 275
Février 11,7 10 13,1 106 12 1411 33 2,2 57 2,5 55 54 [1149 1294 90,8 1134 951 101,6( 71,7 765 1251 79,5 15,3 75
Mars 15,1 145 161 145 14 166 | 54 5,2 58 6,2 55 7,8 |169,7 164,6 181,7 107,1 1454 143,7| 653 71,1 88 38 1102 653
Avril 17,3 173 194 20 168 195 | 74 7,6 9,2 9 7,4 66 |1821 1905 203 1921 161,7 2793 | 782 569 54 269 59,8 215
Mai 21,2 174 197 21,3 209 237 | 11 89 103 116 11,4 12,7 (2174 1377 203,7 201,7 1897 2638| 80 883 71,2 335 926 464
Juin 24,5 219 263 273 235 272 | 141 131 154 147 144 16,2 (2387 179,7 2872 2008 1799 2626 | 62,2 132 671 438 745 1369
Juillet 26,9 304 261 291 272 264 | 158 183 166 17 158 17,1 | 2485 331 2435 280,8 273,1 189,1( 499 825 508 353 12,7 278
Aot 27,1 269 247 279 294 28 157 156 148 163 161 16,1 |2423 2765 2088 251,6 3129 263,7| 56 366 79,5 867 11,3 30,2
Septembre 24 23,8 266 22,7 269 129 142 146 122 146 202,7 170,6 2654 204 2209 84,3 953 219 354 651
Octobre 194 20,7 22,7 184 189 104 125 122 94 9 147,2 139,8 193,3 1689 165,7 933 874 41,4 51,8 11,2
Novembre | 13,7 125 166 16,7 138 6,1 6,5 10 8,9 7,1 94 693 855 1081 898 110,2 1143 1198 496 855
Décembre | 10,5 11,3 10 14,7 12,1 3,8 2,9 3,8 6,5 4,2 81,8 130,2 73,9 1203 1239 1057 69,2 543 125 132
Annuel 18,5 180 195 195 19,0 9,1 92 104 98 9,8 2035,3 1975,1 2105,5 2024,2 2016,3 944,1 1048,1 954,2 586,4 921,2




I.2.  Conditions climatiques des mill&imes éudié&s

Nos travaux ont é&éeffectués durant 3 années 2014, 2015 et 2016 couvrant ainsi les
resoltes de 2015, 2016 et 2017. Ces mill&imes pré&sentent des diffé&ences climatiques notables

pour I’ensemble de la région bordelaise (Tableau V).

1.2.1. 2013

2013, ne fait pas partie de notre étude, mais sachant que le cycle reproducteur s’étend
sur deux années conseeutives, il est indispensable de considéer les conditions climatiques de
2013 pour expliquer le développement des inflorescences et le rendement de 2014. En 2013,
apres un hiver pluvieux et froid, le débourrement a &étardif (15 avril soit environ 10 jours
apres la date moyenne) mais relativement homogéne. Le printemps fut a I’image de I’hiver :
trés peu ensoleillé et frais, avec 79h d’insolation de moins que la valeur normale et une
température maximale inférieure jusqu’a 3,8°C a la normale. Ces déficits, thermique et en
ensoleillement, ont continué€en juin, avec, en plus des preeipitations dépassant le double de la
valeur normale, rendant ainsi la floraison compliquee. La date moyenne de la mi-floraison a
éénotee vers le 18 juin, soit 15 jours de retard par rapport ala moyenne des 10 derniéres
années. Au moment de la floraison, la surface foliaire &ait plus faible que la normale et les
conditions ala fois climatiques et nutritives ont engendrécette anneée-laune forte coulure. Par
contre, un bel été s’est installé : remarquablement chaud et ensoleill€en juillet et aot, mais
accompagnéde violents orages, ce qui permit ala vigne de ré&upé&er son retard végéatif sans
limitation hydrique sévére. L’automne de 2013 fut marqué par un début de période pluvieuse
en septembre, puis resta calme jusqu’a la fin des vendanges. Novembre et décembre 2013

restéent dans la moyenne.

1.2.2. 2014

2014 fut une année chaude, avec quasiment tous les mois, des tempé&atures moyennes
supé&ieures aux normales sauf en aot. Les deux premiers mois furent, en plus, particulieéement
arrosé avec des pre&eipitations deux fois plus importantes que la normale. Le printemps 2014
s’installa tranquillement avec des indicateurs climatiques de mars et d’avril trés proches des
valeurs normales. Les derniers jours de mars furent plus chauds et arrosés, provoquant un
dévourrement preéeoce vers fin mars (le 27 mars dans notre éude), soit 10 jours plus t& que la
moyenne déennale (Geny-Denis et Dubourdieu, 2015). Mais cette douceur moyenne cache

de fortes variations thermiques en avril et mai, accompagnées d’orages et de grée en mai
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avant la floraison, ce qui a annulé I’avance prise au débourrement et rendu le déout de la
floraison tres hé&&ogene. La chaleur est revenue en juin, avec des tempé&atures moyennes
mensuelles plus éeveées que les valeurs normales, et un fort ensoleillement (287 h contre 239 h
pour la valeur normale). La date moyenne de mi-floraison de 2014 fut estimeé autour du 7 juin
sans accident de coulure fortement marqué La tempé&ature du mois de juillet fut comparable &
la moyenne, permettant &la vigne de se développer sans stress, par contre ao(t fut frais et arrosé
provoquant un retard de maturation (mi-vé&aison observee le 13 aod, soit 8 jours plus tard que
la moyenne). L arrét de croissance végétative et I’entrée en dormance furent eux aussi retardés.
Heureusement, les conditions se sont amédiorees pour la fin de maturation et les vendanges qui
ont pu étre réalisées sous un temps chaud, ensoleillé et trés sec. Ce temps perdura jusqu’a la fin
de P'automne pour revenir comparable aux normales saisonnie¢res en décembre, ou les
précipitations totales du début d’hiver restérent 2 fois moins importantes que les valeurs de

ré&ence. Le rendement ré&l de notre parcelle en 2014 est de 53 hL-ha™™.

1.2.3. 2015

2015 commena par trois mois plus froids et plus secs que la normale, induisant ainsi un
débourrement tardif des bourgeons, vers le 15 avril pour le Merlot dans la ré&jion bordelaise (le
11 avril dans notre éude) (Geny-Denis et Dubourdieu, 2016). Par contre, le temps changea en
avril, avec une forte augmentation des températures rendant ce mois d’avril le plus chaud depuis
1950 et le plus chaud des 3 mill&imes de notre &ude avec une tempé&ature maximale moyenne
de 20°C. Cette augmentation d’ensoleillement associée a un déficit de précipitation permit un
déourrement homogene et un début de croissance rapide des pousses. Ces conditions
climatiques ont continué jusqu’en juillet, annulant totalement le retard du débourrement, et
entramant une floraison précoce vers le 4 juin pour Merlot. L’été fut aussi chaud et sec,
induisant une limitation hydrique suffisante pour arr&er la croissance et induire la mi-vé&aison
vers le 6 ao mais sans provoquer de stress hydrique important. Quelques pluies furent
bénéfiques en aolt pour éviter les blocages de maturation des baies. L’automne, ensoleillé et
trés sec, s’installa ensuite rapidement avec une baisse de températures en septembre et octobre.
Aprés les vendanges, les tempé&atures réaugmentéent en novembre et déeembre, ce qui
caractérise la fin d’année 2015 comme celle ayant les temp&atures maximales et minimales
moyennes les plus devees et les preeipitations les plus faibles depuis plus de 40 ans. Le

rendement réel de notre parcelle en 2015 est de 41 hL-ha™.
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Tableau VI : Dates de la mi-floraison et de la mi-vé&aison du Merlot des 9 derniées années comparees
aux normales des 20 derniées années dans la ré&gion bordelaise.

Période Mi floraison Mi véraison

1995-2015 2 Juin 6 Aoiit
2008 11 juin 15 Aot
2009 5 Juin 3 Aot
2010 9 Juin 9 Aot
2011 17 mai 21 Juillet
2012 11 juin 12 Aot
2013 18 juin 22 Aot
2014 7 juin 13 Aot
2015 5 Juin 6 aout
2016 11 juin 7 aoiit

Bourgeon N2

Bourgeon N1
Bourgeon NO

Figure 26 : Schéma repréentatif de la position des bourgeons NO, N1 et N2 préevés (points rouges) sur
les souches.



1.2.4. 2016

En 2016, les indicateurs climatiques hivernaux ressemblé&ent aceux de 2014. Le début
d’année fut doux et trés pluvieux avec 3 fois plus de pre&eipitations en janvier et 2 fois plus en
férier que la normale. Les températures douces, le déficit d’ensoleillement et 1’excés de
pr&ipitation par rapport aux valeurs normales induisirent un débourrement fin mars (le 28 mars
dans notre éude), plus précoce qu’en 2013 et 2015, mais plus tardif qu’en 2014. Par contre, le
printemps fut frais et la croissance ralentie. L’avance prise au débourrement fut annulée,
retardant méne la floraison notée le 11 juin, soit 8 jours plus tard que la moyenne des 20
derniée années (Tableau VI). Mais, &partir de ce moment-1a, le beau temps s’installa pour tout
1’été avec un grand nombre d’heures d’ensoleillement (+30% par rapport &la normale en ao(l)
et tres peu de prezipitations. La nouaison fut excellente, le retard de la floraison s’atténua et la
date moyenne de mi-véraison fut notée au 7 aofit. Les fortes pluies de début d’année permirent
d’éviter un important stress hydrique estival et d’induire ainsi un bon fonctionnement des
vignes. Les rendements de 2016 furent exceptionnellement hauts. L’automne fut ensuite
marqué par un temps frais et sec en octobre, avant d’entrer dans un hiver doux et sec en

dé&embre. Le rendement ré&l de notre parcelle en 2016 est de 72 hL-ha™.
1.3.  Expé&imentations et pré&evements

1.3.1.  Suivi du développement des bourgeons

Pour cette éude, 3 types de bourgeons (NO, N1 et N2) ont &&é&udié& en fonction de
leur rang d’insertion et de la présence ou pas d’un organe oppositifolié, puisqu’il a été montré
que le rythme de formation des phytomeé&es pouvait avoir un impact sur la longueur des
meithalles et la longueur des entre-ceeurs issus des ces bourgeons axillaires (Louarn, 2005 ;
Pallas et al., 2008).

Pour cela, chaque type de bourgeon a &€préevéséarément sur 50 rameaux les plus a
I’extérieur de chaque aste afin de préserver les rameaux utilisés a la taille pour I’année

suivante (Figure 26) :

- bourgeon «N1 >: bourgeon du nceud portant la 1°¢ grappe.
- bourgeon «N2 >: bourgeon du nceud portant la 2™ grappe.

- bourgeon «NO »: bourgeon du nceud sans grappe et se trouvant juste en dessous du

N2.

Les stades de pré&evement ont &édéerminés selon la bibliographie et les stades clé du
développement des bourgeons latents deéerits par Carolus (1970). Contrairement aux stades

phénologiques du développement des baies de raisin qui présentent des repéres visuels pour
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Tableau VII : Dates d’échantillonnage pour 1’étude de suivi du développement des bourgeons en 2014, 2015 et 2016 et stades de développement des baies

correspondants.

2014 2015 2016
Jours apres
débourrepment P\ate de déveI:::apdeer::nt des P\ate de dévelz:apdeenf:nt des P\ate de déveI::apde::l:nt des
prélevement baies correspondant prélevement baies correspondant prélevement baies correspondant
Bouton floraux
35 - - 16/05/2015 Boutons floral séparé 02/05/2016 agglomérés
60 - - 10/06/2015 nouaison 27/05/2016 début floraison
88 23/06/2014 nouaison 08/07/2015 petit pois 24/06/2016 nouaison
103 08/07/2014 petit pois 23/07/2015 fermeture de grappes 10/07/2016 petit pois
118 23/07/2014 fermeture de grappes 07/08/2015 mi-véraison 25/07/2016 début véraison
159 02/09/2014 récolte 17/08/2015 récolte 04/09/2016 récolte

Tableau VIII : Analyses réalisées pour 1’étude du suivi de développement des bourgeons en 2014, 2015 et
2016. (\) : analyses rélisées séparément sur NO, N1 et N2 ; (M) : analyses rélisées sur un méange
d’échantillons de NO. N1 et N2.

Jours aprés
débourrement
(JAD)

35
60
88
103
118
159

microscopiques

2014 2015 2016

Analyses
moléculaires

Analyses

2014 2015 2016

Analyses
hormonales

Analyses

biochimiques

2014 2015 2016 | 2014 2015 2016

Séquencage des
RNA (RNAseq)

2014 2015 2016

< < <2

< < < 2 <
< < < <
< < < 2 < <
= = = = = =
£ =2 =

= =2 2 =2 = 2

< 2 e 2 e 2
< 2 2 2 =2 2

= = = = = =

EE-E <




chaque stade, les stades de préévement des bourgeons ont &&dinis par rapport ala date de
débourrement de chaque année (noté&s JAD : jours aprés débourrement), et sont pré&eisés dans

les tableaux suivants (Tableau VII) :

- 35JAD : Ramification primaire du 1*' PI, anlage adeux bras visible (stade F de Carolus)

- 60JAD : Ramification secondaire du 1°* PI et formation du second anlage &deux bras
(stades G et | selon Carolus)

- 88 JAD : Poursuite des ramifications du 1° PI et ramification secondaire du 2™ PI
(Stade K selon Carolus)

- 103JAD : Fin de ramification du 1° PI, poursuite des ramifications secondaires du 2™
PI et formation du 3™ anlage a I’origine du 3% PI (Stade J et K selon Carolus)

- 118JAD : Fin de ramification des 2 premiers PI, déut de ramification secondaire du
39me pj

- 159JAD : Stade final, dormance

Les diffé&entes analyses, effectuées sur I’ensemble des bourgeons des 3 millésimes, sont
résumees dans le Tableau VIII. A chaque stade, pour les analyses moléeulaires, hormonales et
biochimiques, 50 bourgeons NO, N1 et N2 ont été prélevés et aussitot plongés dans 1’azote
liquide, puis conservé&s a-80°C jusqu’a I’analyse. Pour les analyses microscopiques, 10
bourgeons NO, N1 et N2 ont &€pré&evés le matin, toujours dans la mé&ne plage horaire afin de
pouvoir ré&liser des observations comparables. Ils ont &éstocké& a4 <C et rapport& le plus

rapidement possible au laboratoire otils ont subi une dissection et une fixation.

En 2014, les prélévements n’ont commencé qu’au stade 88JAD a cause des contraintes
de validation du financement de ce travail. Seules les analyses microscopiques, moléulaires et
biochimiques ont é&é&effectuées en raison de tres faibles quantité de matiée vegé&ale et des
difficultés de mise au point des techniques. Pour les autres annéss (2015, 2016), les
préévements ont débutédés le stade de formation des évauches (35JAD).

Les analyses microscopiques ont éérélisés sur 2014 et 2015 afin de visualiser le
développement des primordia foliaires et inflorescentiels, et de déerminer les stades clé de
développement des bourgeons latents du Merlot dans la région bordelaise. En 2016, I’approche
microscopique a &&complé&ée par une approche macroscopique réalisee via la dissection de
bourgeons afin de valider la chronologie et le rythme des phases d’initiation et de
diffé&enciation des primordia inflorescentiels. Les analyses moléulaires, hormonales et

biochimiques ont &émenées pour les 2 ou/et 3 mill&imes dans le but d’identifier et valider
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Tableau IX : Dates de mise a I’obscurité pour 1’étude des effets de la lumiée en 2016

2016
Nom de Date de mise a Date de
I'expérience I'obscurité prélevement
Obs35 02/05/2016 04/09/2016
Obs60 27/05/2016 04/09/2016
Obs103 10/07/2016 04/09/2016

Figure 27 : Photos représentant les modalités d’application de (A) la mise a 1’obscurité ; (B) des
traitements hormonaux.



des indicateurs de la fertilitédes bourgeons, et de comprendre les méanismes de modulation
de I’initiation et de la différenciation des primordia inflorescentiels. En 2015, un séquengage
des ARN sur les 6 stades de développement a également &éré&lis€pour valider les analyses
moléculaires des geénes étudiés, et essayer d’identifier de nouveaux génes candidats pouvant
ére des indicateurs potentiels de la fertilitédes bourgeons. Mais ace jour, le traitement des

données ne permet pas encore d’exploiter les résultats.

Les estimations de rendement final ont &érélisées au stade «fermeture de grappe »
des baies de raisin en 2015, 2016 et 2017 dans le but de d&erminer la relation entre la fertilité
des bourgeons latents en année N et le rendement final de 1’année N+1. Ces données de
rendement sont ensuite reliés aux indicateurs biochimiques, hormonaux et molé&ulaires

caracté&isés par les analyses.

1.3.2. Effets de la mise a I’obscurité
Les effets de la mise a D’obscurité ont && &udié& en 2016 afin de dé&erminer les
conséquences d’une modulation de I’ensoleillement direct sur les mécanismes de 1’initiation, la

diffé&enciation et la ramification des primordia inflorescentiels.

La «mise a I’obscurité » des bourgeons s’est effectuée aux stades 35JAD (Obs35),
60JAD (Obs60) et 103JAD (Obs103) (induisant ainsi une mise a 1’obscurité pendant 124, 99 et
56 jours respectivement) (Tableau IX).

20 pieds de vignes d’un méme rang ont été utilisés pour chaque date. Sur chaque pied,
tous les bourgeons latents le long du rameau le plus exté&ieur de chaque aste ont &&entourés
de papier aluminium afin d’induire un déficit d’insolation et de diminuer 1’effet de
compensation de la perception de la lumiée par les bourgeons situé au-dessus et en dessous
de nos bourgeons NO, N1 et N2 (Figure 27A).

Tous les bourgeons NO, N1 et N2 traités, ainsi que les t@noins (bourgeons non traites)
ont été prélevés au stade 159JAD, et immédiatement plongés dans I’azote liquide, puis

conserveés a-80 T pour les analyses molé&ulaires, hormonales et biochimiques.

1.3.3.  Effets de ’effeuillage

L’effeuillage est une pratique culturale trés utilisee dans la ré&jion bordelaise. Il s’agit
de la suppression intégrale ou partielle des feuilles dans la zone fructifére afin d’améliorer la
qualitédes baies de raisin. Cette pratique modifie le microclimat, et notamment le pourcentage
de filtration de la lumi€e solaire en cré&nt des porosités dans la zone ou se trouvent les
bourgeons éudiés. Ainsi, les bourgeons porté& par des rameaux effeuillé présentent une

meilleure exposition ala lumiére. Cette pratique modifie éalement les &uilibres sources/puits
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de par la suppression d’une partie des feuilles productrices des sucres.

La parcelle utilisée est gen&alement effeuillé sur une face entre le stade nouaison et
stade petit pois (entre 88 et 103JAD), avec suppression des 6 feuilles basales. 50 souches
effeuillé&s ont &é&choisies et considé&ées comme témoin alors que 50 autres souches, toutes
situées sur le rang d’a coté, n’ont pas été effeuillées et sont nommées « non effeuillés > Les
bourgeons issus des rangs effeuill& (ténoins) et non effeuillé ont &édirectement préevés au
stade 159JAD dans I’azote liquide, puis conservés a -80°C jusqu’aux analyses moléculaires,

hormonales et biochimiques.

1.3.4. [Effets de I’acide abscissique (ABA) exogéne

L’ABA est connu chez la vigne pour étre impliqué dans les mécanismes d’entrée en
dormance des bourgeons (Koussa et al., 1994, 1998), mais peu de travaux concernent son rde
lors des phases plus pré&oces. Il est éalement connu pour &re une des premi&es réonses au
stress hydrique (Pantin et al., 2013), mais son rde dans la ré&ulation du fonctionnement
stomatique ou du développement est souvent masqué par d’autres hormones (Williams et Ayars,
2005 ; Marchadier et Hetherington, 2014) comme 1’acide salicylique ou les brassinostéroides.
Une éude a donc été initiée en 2016 sur la méme parcelle pour vérifier le role de I’ABA lors
des phases précoces du développement du bourgeon et dans le cas d’un stress hydrique. Quatre
solutions pouvant moduler les teneurs finales en ABA des bourgeons ont &é appliquées

directement sur ces organes entre 60 et 88JAD :

- ABA: 1L de 2-cis, 4-trans-abscisic acid (98%, Aldrich, Germany) &2-10* mol L. et
a 0,5% de Tween 20 (agent d’humidification) (Lacampagne et al., 2010) ;

- Fluridone (inhibiteur non spe&ifique de la biosynthése de I’ABA) : 1 L de fluridone
(Pastanal 99,8%, Sigma-Aldrich, Germany) &210* mol L et 20,5% de Tween 20
(Kikuchi et al., 2006) ;

- ABA+Fluridone : 1 L d’ABA 4 2:10* mol L. et de fluridone &10* mol L1 et &0,5%
de Tween 20 ;

- Témoin : 1L de I’eau miliQ a 0,5% de Tween 20.

L’application des solutions a été réalisée le 24 juin 2016, au stade 88JAD. Les 3 types
de bourgeons NO, N1 et N2 des 2 rameaux les plus a I’extérieur de chaque aste ont été traités
sur 20 pieds pour chaque solution. Chaque bourgeon a été entouré d’une bande de compresse
non-tissée imbibée d’1 mL de solution. Cette compresse est ensuite entourée par une bande de
papier aluminium afin de protéger I’ABA contre la dégradation par la lumicre, elle-mé&ne
recouverte par une bande de cellophane pour favoriser la fixation du dispositif et limiter
I’évaporation du ré&ctif (Figure 27B).
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40 pieds de vignes d’un méme rang ont été utilisé&s pour chaque traitement. Sur chaque
pied, tous les bourgeons latents le long du rameau le plus exté&ieur de chaque aste ont &étraités
avec la méne solution. Les pré&évements des bourgeons t@moins et traités ont éeeffectués 48h
et 7 jours aprés les traitements. 40 bourgeons de chaque type par traitement et par date de
prélévement ont été prélevés directement dans 1’azote liquide, puis conservés a -80°C jusqu’aux

analyses molé&ulaires, hormonales et biochimiques.
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— lignes de dissection

Figure 28 : Zone de bourgeons primaires fixés pour 1’étude microscopique avec étapes de dissection (A)
zone de pré@eévement de la partie centrale (entre les lignes rouges) contenant les primordia

inflorescentiels ; (B) vue longitudinale de la zone coupée (largeur = 7 mm) avant &imination du bourgeon
secondaire.



Il. Etude microscopique

Pour chacun des préévements, 10 bourgeons ont &é€ramenés au laboratoire pour subir
une dissection, une fixation et une inclusion selon les protocoles adaptés ala fixation par le
glutaraldéhyde et a I’inclusion dans la résine d’éoxy. Des coupes semi-fines (1 pm d’épaisseur)
ont été réalisées pour les observations en microscopie photonique de 1’évolution de la structure

des primordia foliaires, inflorescentiels et vrillaires, ainsi que des grains d’amidon.
I.1. Dissection

Les bourgeons ramenés au laboratoire ont &édisséués avec précision a ’aide d’une
lame de rasoir et sous loupe binoculaire, toujours dans les ménes plans de dissection (Figure
28). Avant fixation, les bourgeons secondaires et la bourre ont &&&iminés pour ne garder que
la section correspondant au bourgeon primaire. Les morceaux ainsi obtenus mesurent environ
2 a 3 mm de longueur et de largueur, et moins de 1 mm d’épaisseur. Ils sont trés rapidement

plongé&s dans le liquide fixateur.
11.2.  Fixation chimique

Pour chaque bourgeon, une ou deux sections d’environ 1-2 mm?® sont immédiatement
déosées au pinceau dans un pilulier contenant 3 mL de tampon phosphate 0,1M*, pH7,2, avec
2,5% de glutaraldényde. Chaque pilulier est conservésous cloche avide pour un dégazage des
tissus &4 <C pendant 3h, puis atempé&ature ambiante pendant 1 h. Les ehantillons sont ensuite
rincé 5 fois pendant 10 minutes a4<C dans du tampon phosphate 0,1M, pH7,2 pour
I’¢élimination de 1’exces de fixateur, puis conservés dans du tampon phosphate 0,1M, pH7,2 a

4<C toute la nuit.

Le lendemain, aprés une ultime &ape de ringage avec du tampon phosphate 0,1M, pH7,2
pendant 15 minutes &4 <C, les &hantillons sont fixé& dans du tampon phosphate 0,1M, pH7,2
contenant 1% d’OsOu4 (tétroxyde d’osmium) pendant 2 h &4 <C. Aprés cette &ape de fixation,
les &hantillons sont rincés 4 fois avec du tampon phosphate 0,1M, pH7,2 pendant 20 minutes

&4 T et conservés ensuite une nuit a4 <C dans du tampon phosphate 0,1M, pH7,2.
11.3. De&hydratation et inclusion

Apres I’étape de fixation, I’inclusion s’est poursuivie immédiatement en commencant

4 Tampon phosphate sorensen 0,1 M, pH7,2 : 76% phosphate disodique 0,1 M/24% phosphate monopotassique
0,1 M (viv)
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par une s&ie de dé&hydratations &4 <C selon le programme suivant : 20% é&hanol/eau (v/v)
pendant 15 minutes, 40% éhanol/eau (v/v) pendant 15 minutes, 60% éhanol/eau (v/v) pendant
15 minutes, 80% é&hanol/eau (v/v) pendant 15 minutes, 90% &hanol/eau (v/v) pendant 15
minutes, 100% éhanol/eau (v/v) deux fois 30 minutes, et enfin 100% é&hanol/eau (v/v) pendant
1h.

Une fois d&hydratés, les €&hantillons sont inclus dans de la ré&ine «&oxy > selon le

programme d’imprégnation progressive suivant :

- 50% é@hanol absolu/50% oxyde de propylene (v/v) &4 <C pendant 30 minutes,

- 100% oxyde de propylene &4 <C 2 fois 15 minutes,

- 100% oxyde de propyléne atempé&ature ambiante pendant 10 minutes,

- 66% oxyde de propylene/34% ré&sine &oxy (v/v) atempé&ature ambiante pendant 30
minutes,

- 50% oxyde de propyléne/50% résine &oxy (v/v) atempé&ature ambiante pendant 30
minutes,

- 34% oxyde de propyléne/66% résine époxy (v/v) atempé&ature ambiante pendant 45
minutes,

- 100% résine époxy atempé&ature ambiante pendant successivement 15 minutes, 30

minutes, puis toute une nuit, et enfin pendant 15 minutes le lendemain matin.

Chaqgue &hantillon est ensuite placédans une g&ule mise en &uve a60<C pendant 4
jours pour la polyméisation de la ré&ine. Une fois les &hantillons polymé&isés, les blocs sont
démoulé& des gélules par incubation a I’eau chaude, puis conservés a 1’abri de I’humidité

jusqu’aux coupes.
11.4. Coupes

Les coupes ont &ére&lisees par le pde de microscopie du Bordeaux Imaging Center.
Les blocs contenant les éhantillons de bourgeons primaires ont &ésectionné en utilisant un

couteau de diamant montésur un ultra-microtome (Ultracut-UCT, Leica Microsystems).

Les coupes semi-fines d’1 um d’épaisseur ont été recueillies sur des lames de verre pour

la microscopie photonique.

> R&ine «epoxy »(EMbed 812 Kit, Electron Microscopy Sciences, UK) : 46,7% EM bed 812/16,8% DDSA
(Dodecenyl Succinic Anhydride)/33,6% NMA (Methyl-5-Norbornene-2,3-Dicarboxilic Anhydride)/1,5% DMP-
30 (2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol) (m/m/m/m)
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11.5. Colorations

11.5.1. Coloration au bleu de toluidine

Le bleu de toluidine, ou chlorhydrate de triméhylthionine, est un colorant basique
progressif qui colore en bleu clair les structures cytoplasmiques et conjonctives (Langeron,
1942 ; Ganter et Jolles, 1970). 1l est fréquemment utilis€en histologie et en particulier sur les
coupes semi-fines de tissus fixeés au glutaraldényde et enrobé& dans les ré&ines éoxy (Epon)

pour observer 1’organisation des tissus.

0,5 g de bleu de toluidine est dissout dans 100 mL d’eau distillée. Les lames portant des
coupes sont déoseées dans un bain de bleu de toluidine pendant 2 minutes. Elles sont ensuite

lavées puis s&hées avant d’&re prot&és par les lamelles collées.

11.5.2. Coloration APS (Acide pé&iodique — Schiff)

La coloration APS, qui colore les polysaccharides en couleur rose, a é&éutilisée dans
notre étude pour visualiser les grains d’amidon. En effet, 1’acide périodique, un oxydant
puissant, est capable de rompre la liaison 1-2 glycol (CHOH-CHOH) des cycles osidiques des
chaines polysaccharidiques. Les deux fonctions aldéhydes (RCHO) ainsi crées ré&luisent
ensuite le leucod&iveéde la fuschine basique de Schiff qui devient rose (McManus, 1948 ;
Thi&y, 1967 ; Roland, 1974).

La coloration a ééeffectué dans des cuves de coloration par des bains successifs selon

le programme suivant :

- hydratation dans de I’eau distillée pendant 5 minutes,

- hydrolyse des liaisons covalentes dans un bain d’acide p&iodique pendant 30 minutes,
- lavages dans de I’eau distillée trois fois 10 minutes,

- coloration par le réctif de Schiff pendant 15 minutes,

- lavages sulfureux avec du méabisulfite trois fois 10 minutes,

- lavage a I’eau de ville pendant 3 minutes.

Un témoin négatif a été réalisé sans 1’étape d’hydrolyse des liaisons covalentes dans le
bain d’acide périodique, ne permettant pas au réactif de Schiff d’étre réduit en couleur rose, ce

qui rend donc la coupe «témoin »incolore.

Les lames ont &é&ensuite séhées sur une plaque chauffante (Biorad, USA) &a60<C
pendant toute une nuit. Des lamelles soigneusement degraisséss ont &ecolléss sur chaque lame

avec de I’acrytol mounting medium, puis s&hées dans une éuve &60<C pendant 48h.

Les coupes ont &eobservees avec un microscope photonique (L&ca, Allemagne).
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I1l. Etude de D’expression des génes d’intérét par PCR

quantitative en temps reel

I11.1. Extraction des ARN totaux

L’extraction des ARN totaux a été réalisée selon la mé&hode de Reid et al. (2006),
adaptée aux bourgeons de vigne pour les é&udes de PCR (polymerase chain reaction)

quantitative en temps reel, ainsi que pour le s&uengge des ARN.
La composition du tampon d’extraction est la suivante :

- 300 mM de Tris HCI pH 8,

- 25 mM acide éhyléne diamine téraacé&ique (EDTA),

- 2M NacCl,

- 2% (m/v) bromure d’héxadecyltriméthylammonium (CTAB),
- 2% (m/v) polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) insoluble,

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

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

- H20 ultrapure st&ile RNA-free en quantitésuffisante pour le volume final.

Au moment de I’extraction, 2% (v/v) de B-mercaptoethanol est ajoutéextemporanénent

au tampon d’extraction, qui est ensuite chauffé au bain-marie a65<C pendant 10 &15 minutes.

0,1g de poudre de bourgeons préalablement broyés dans I’azote liquide a 1’aide d’un
vibro-broyeur abilles (MM400, Retsch, Allemagne) est m&angéa2 mL de tampon d’extraction
dans un tube Falcon sté&ile. Le méange est incub&au bain-marie a65 <C pendant 15 minutes et
«vortexé>toutes les minutes pour une bonne homogénésation. Une premiée extraction est
r&lisee par ajout de 2 mL de chloroforme/alcool isoamylique (IAA) (24 :1; viv). Aprés
centrifugation a6500 g pendant 15 min a4<C, la phase sup&ieure aqueuse est préevee et
transférée dans un nouveau tube Falcon stérile. L’étape est répétée pour une extraction compléte.
Les ARN extraits sont ensuite mélangés avec 0,1 volume d’acétate de sodium (3 M, pH5,2) et
0,6 volume d’isopropanol, puis mis a précipiter a -80<C pendant 30 minutes. Ensuite, une
centrifugation est ralisée a6500 g, a4 <C pendant 15 minutes. Le culot est résup&éet repris
en suspension dans 1 mL de tampon Tris-EDTA apH 7,4 (Sigma-Aldrich, USA), puis transf&é
dans un nouveau tube Eppendorf sté&ile de 2 mL. Apres ajout de 0,3 volume de chlorure de
lithium &10 M (LiCl), les ARN sont pr&ipités a4 <C pendant une nuit. Le lendemain, les ARN
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sont centrifugé pendant 30 minutes 220000 g et &4 <C. Le culot est ensuite ré&up&éet lave
dans 150 pL d’¢éthanol a 70% froid. Aprés une nouvelle centrifugation a 20000 g et a 4°C
pendant 10 minutes, le culot est séché, puis remis en suspension dans 30 uL d’eau RNAse-free®

st&ile, et stockéa-80C.
I11.2. Elimination de ’ADN génomique des extraits d’ARN totaux

Un dosage des ARN totaux extraits est effectuépar mesure des absorbances &230 nm,
260 nm et 280 nm a 1’aide d’un Nanodrop (Shimadzu Biotech, Japon) afin de déerminer la
concentration et la pureté des ARN. L’intégralit¢ des ARN est vérifiée par 1’électrophorese (90

V), sur gel d’agarose de 1,5% (m/v).

Suite ala vé&ification qualitative et quantitative des extraits d’ARN totaux, un traitement
a la DNase (désoxyribonucléase) est réalisé afin d’éliminer toute trace d’ADN génomique
(ADNg) qui pourrait fausser la détermination du niveau d’expression relative des genes

d’intérét.

Le traitement ala DNase est ré&lisé avec 1’utilisation d’un kit RTS (Room Temperature
Stable) DNase (RTS DNase™ Kit, MO Bio Laboratories, US). Un volume contenant jusqu’a
30 pg maximum d’ARN totaux extraits est mélangé avec 10 unités (1 pL) de DNase, 0,1 volume
de Buffer 10X (tampon réctionnel), et un volume d’eau RNase-free st&ile suffisant au volume
réctionnel final. Le mé&ange est ensuite mis aincuber a37 <C dans un thermocycleur (MJ Mini
Thermo cycler, Bio-Rad, USA) pendant 20 minutes pour I’hydrolyse de I’ADN génomique.
Puis, 0,1 volume de ré&ines (RTS DNase removal resin) est ajoutédans le méange qui est
ensuite incubéatempé&ature ambiante pendant 10 minutes. Une agitation toutes les minutes est
réalisée pour une bonne dispersion des résines qui vont éliminer I’ADN génomique hydrolysé
Apres une centrifugation atempéature ambiante pendant 1 minute &213000 g, le surnageant
contenant les ARN totaux purifié est r&upé&éet transfé&édans un nouveau tube Eppendorf
st&ile. Les ARN sont anouveau dosés par Nanodrop et analysés par éectrophorese.

111.3. Quantification et appre&iation de la qualitédes ARN totaux extraits

111.3.1. Estimation de la quantitéet de la contamination des ARN

La concentration des ARN est déterminée au Nanodrop par mesure d’absorbance a 260
nm qui correspond a leur absorption maximale. Des mesures d’absorbances a 230 nm et 280
nm, qui correspondent respectivement aux absorptions maximales des sucres et des proté&nes,

sont également re&lisees. Le ratio A260 nm/A230 nm repré&entant la contamination des sucres

® RNase-free : déourvu de RNase (ribonuclease)
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Figure 29 : Electrophorese sur 1% de gel d’agarose des ARN totaux extraits (A) avant le traitement
ala DNase et (B) apres le traitement &la DNase.



doit &@re compris entre 1,8 et 2, alors que le rapport A260 nm/A280 nm éant un indice de la
préence de proténes doit se situer autour de 2.

111.3.2. Vé&ification de la qualitédes ARN totaux

L’intégralité des ARN totaux est vérifiée par dépdt de 0,5 pg d’ARN, préalablement
mélangé avec 1puL de tampon de charge 6X, sur gel d’agarose a 1,5% (m/v). La préparation du
gel est effectuée par la dissolution d’agarose dans du tampon TAE 1X (Tris-acé&ate-EDTA). La
migration se fait dans du tampon TAE 1X sous un voltage constant de 90 V. Les acides
nucléiques, chargés négativement, migrent vers 1’anode en fonction de leur masse moléculaire
et leur encombrement st&ique. A la fin de la migration, le gel est incubédans du tampon TAE
1X en présence de bromure d’éthidium (BET) pendant 10 minutes. Le BET s’intercale entre les

bases azoteées, ce qui permet de leur visualisation sous rayonnement ultra-violet (UV).

L’observation de deux bandes majoritaires correspond respectivement aux deux sous-
unités 288S et 18S d’ARN ribosomiques qui sont les ARN majoritaires présents dans les extraits.
La présence de deux bandes nettes et I’absence de « smear >¥ signifient que I’intégralité des

ARN ne sont pas dénaturés (Figure 29A).

111.3.3. Vérification de ’efficacité du traitement a la DNase
Afin de vérifier I’efficacité du traitement a la DNase et donc I’absence d’ADNg, une
PCR des extraits d’ARN purifiés est effectuée a 1’aide d’un thermocycleur, suivie par une

dectrophoreése, ce qui permet de visualiser I’ADNg amplifié si la contamination persiste.

Les amorces utilisées pour cette &ape sont speeifiques au géne VVEF1 (Tableau X). Le

milieu r&actif pré&ente la composition suivante :

- 2,5 L 5X Green GoTaq® Reaction Buffer (Promega, USA)

- 0,5y dNTP 40 mM en mé&ange &uimolaire
- 0,5 L amorce sens VVEF1a 10 mM

- 0,5 L amorce anti-sens VVEF1a 10 mM

- 0,5 MgCl:2 (concentration)

- 7,4 L H20 RNase-free st&ile

- 0,125 P Taq polymé&ase

0,5 uL d’ARN purifié est ajouté dans un tube Eppendorf st&ile contenant 12 L de
milieu ré&ctif. Paralldement, un té&moin positif et un té&moin n&atif sont préaré

respectivement avec ajout de 0,5 uL d’ARN totaux non traités et 0,5 uL. d’H20 RNase-free

" Smear : une trainés aprés la migration des ARN due ala dégradation des ARN
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Tableau X : Oligonucléntides utilisés en PCR quantitative en temps reel.

Nom du Nombre de Taille
gene Amorce  nucléotides Séquence de I'amorce d'amplicon Tm°C GC%
VVEF1 Fw 20 5'-GAACTGGGTGCTTGATAGGC-3’ 164 62,0 52,4
Rv 24 5'-AACCAAAATATCCGGAGTAAAAGA-3’ 61,8 41,7
VvSAND Fw 24 5'-GCATTTGATCCACTTGCAGATAAG-3' 76 62,1 41,7
Rv 24 5’-CAACATCCTTTACCCATTGACAGA-3’ 62,3 41,7
VVMADS8 Fw 22 5'-CAAGGAACAAATCGAGCAACTG-3’ 182 62,0 45,5
Rv Tt 5’-CAGGCAGTCCAATGAACAAGTC-3’ 62,0 50,0
VvTFL1a Fw 20 5'-CACAGATATCCCAGGCACCA-3' 194 62,0 45,5
Rv 22 5'-TGGATCCCTATATTTGGCCTTG-3’ 62,0 50,0
VvMFT1 Fw 20 5'-CCCAGTGAACCGACATTGAG-3' 215 61,5 55,0
Rv 20 5'-TGGCGTGTGCTAAAATTGCT-3’ 61,7 45,0
VvCLE25-1 Fw 20 5'-CAAATGGACCCGATCCCATA-3’ 196 62,7 50,0
Rv 20 5'-GCAAACTGGGATTCCTCCAA-3’ 62,3 50,0
VvCLE-TDIF Fw 22 5'-GCATGGCAGCATTTAGAACAAC-3’ 205 61,9 45,5
Rv 22 5'-TTCACAGTGGAAGTGGGAGATG-3’ 62,4 50,0
VvLIL Fw 20 5'-CATGCCAAAATCTCGGATGA-3’ 195 61,9 45,0
Rv 20 5'-CATGGTGAGTGGCTCCATGT-3' 62,0 55,0




st&ile dans des milieux réactifs. Des cycles de PCR sont ensuite appliqués sur ces mé&anges

selon le programme suivant :

- dénaturation initiale de I’ADN : 95<C pendant 2 minutes,

- 35 cycles d’amplification avec :
dénaturation de I’ADN cible : 95<C pendant 1 minute,
hybridation des amorces : 54 <C pendant 1 minute,
déongation des amorces : 72<C pendant 1 minute,

- phase finale : 75<C pendant 5 minutes

A I’issu de la PCR, I’¢lectrophorese est réalisée par dépdt des produits d’amplification
sur gels d’agarose a 1,2% (m/v) pendant 20 minutes a 90 mV. L’absence de la bande d’ADN
amplifiés montre P’efficacité du traitement a la DNase, et donc I’élimination de toute trace

d’ADNg (Figure 30B).
I11.4. Synthése des ADN complémentaires

La technique de transcription inverse (RT, reverse transcription) consiste asynthéiser
des ADN complémentaires (ADNc) apartir des ARN messagers (ARNmM) comme matrices
contenus dans les extraits des ARN totaux.

1 pg d’ARN totaux sont mélangés avec 4 pL de mélange de réactifs (qScriptTM cDNA
SuperMix, Quanta Biosciences, US) nézessaires ala transcription inverse : tampon de RT
buffer, dNTPs, amorces, MgClz, oligo (dT), inhibiteur de RNase et transcriptase inverse. Le
volume est complété a 20 pL avec de 1’eau RNase-free st&ile. La transcription inverse est
ensuite réalisée a I’aide d’un thermocycleur selon un programme suivant : 25<C pendant 5
minutes, 42<C pendant 30 minutes et 85T pendant 5 minutes. Les ADNc synthé&isé sont
dilués au 1/5°™ dans de I’eau RNase-free sté&ile et stockés &-20<C.

Les ADNCc synthétisés sont amplifiés par PCR avec I’utilisation des amorces spécifiques
au gene VVEF1la. 0,5 pL d’ADNCc est ajouté dans le milieu réactif qui est le méme que celui de
la PCR d’ADNg. Un témoin positif et un témoin négatif sont préparés respectivement par ajout
de 0,5 uL de banques d’ADNCc préalablement réalisées et 0,5 uL de I’eau RNase-free st&iles
dans les milieux réctifs. La PCR est ensuite ré&lisé selon le méne protocole que celui de la
PCR d’ADNg.

Les amplifiats sont ensuite déoseés sur gels d’agarose a 1,2% (m/v) pendant 20 minutes
a90 mV. La visualisation de la bande correspondant aux ADNc de VVEF1a amplifié ala méne
intensitésur tous les &hantillons signifie la bonne qualitéde transcription inverse, et permet la

semi-quantification des ADNCc.
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I11.5. Etude de I’expression des génes par PCR quantitative en temps réel

La technologie de la PCR quantitative en temps reel (RT Q-PCR) est basés sur la
détection et la quantification d’une molécule fluorescente pendant le processus d’amplification.
L’augmentation du signal fluorescent est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons
géné&é& durant la réaction de PCR. En observant la quantitéde fluorescence énise achaque
cycle, il devient possible de suivre la réction PCR durant sa phase exponentielle otila premiere
augmentation significative dans la quantité d’amplicons est en corrélation directe avec la
quantitéinitiale de la matrice originale cible (seuil de déection) (Poitras et Houde, 2002).
L’agent intercalant choisi pour notre étude est le SYBR 1Q-Green supermix (Bio-Rad) qui, en
se liant a I’ADN double brin naissant durant 1’é¢tape d’élongation, émet une fluorescence
directement mesurée dans le tube PCR a I’aide d’un fluorimétre couplé a un thermocycleur
(MylQTM Single Color Real-Time PCR Déection System, Bio-Rad). Sachant que la
technologie basée sur le SYBR Green ne néeessite aucune sonde fluorescente, sa sp&ificité

repose donc entiecement sur les amorces spe&ifiques achaque gene éudieé

I11.5.1. Dédinition des amorces

Huit génes sont éudié& dans cette éude : six génes d’intérét et deux génes dits «de
menage >>car ils sont exprimés constitutivement : VVEF1a (codant pour la chame alfa du facteur
d’¢élongation EF1) et VWSAND (codant pour le domaine SAND (Sp100, AIRE-1, NucP41/75,
DEAF-1)). Ces genes de ménage permettent de vé&ifier la concentration constante des ADNc
entre les diffé&ents &hantillons, et servent ala normalisation des ré&ultats au moment de la
détermination de I’expression relative. Les amorces de RT Q-PCR spe&ifiques achaque gene

sont pré&sentées dans le Tableau X.

Les séquences d’ADNc des genes de la vigne ont été recherchées dans la base de

donnés NCBI (https://www.nchi.nlm.nih.gov/nucleotide/) et dans la base de donnéss

Genoscope (http://www.genoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/). Les alignements

des sé&juences sont systénatiqguement effectués avec le logiciel Nucleotide BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) afin de dé&erminer le nombre de transcrits (variants)

diffé&ents arechercher et de positionner les amorces.

Les amorces ont ensuite été définies a partir des séquences d’ADNc a 1’aide du site

«Primer 3 plus >>(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Lors du

design des amorces, plusieurs parameétres sont imposés afin d’éviter la formation, pendant
I’amplification, de diméres d’amorces qui fausserait la quantification : la taille d’amplicon est

comprise entre 70 et 200 paires de bases ; la température d’hybridation optimale pour chaque
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couple d’amorce est de 60°C. La taille des séquences d’amorces est comprise entre 20 et 24
bases, avec un pourcentage en G/C autour de 50% et le nombre de bases auto-complémentaires

en 3’ inférieur a 4.

Un méange d’1 pL de tous les échantillons a été réalisé. Ce pool a été dilué en cascades
afin d’obtenir une gamme de concentrations connues allant de 10 ng 4L &10 pg 4. Chaque
couple d’amorce a ensuite été testé sur cette gamme d’ADNc afin de vérifier leur tempé&ature
de fusion et de valider leur efficacité (qui devait étre comprise entre 90 et 110%). A I’issue de
laRT Q-PCR, les courbes d’étalonnage ont été établies afin de vé&ifier, via le coefficient r? (qui
devait @re sup&ieur a0,95), que le nombre de copies des génes cibles &ait bien proportionnel

achaque point de concentration, ce qui valide la spécificité des couples d’amorce choisis.

111.5.2. PCR quantitative en temps réel

Outre les triplicats biologiques, 1’étude de 1’expression des génes par RT Q-PCR a éé
ralisee en triplicats techniques par répéition de ré&ctions. Le milieu de la réction de RT Q-
PCR é&ait composéde 10 L de SYBR 1Q-Green Supermix (Bio-Rad, USA), 1 uL d’un couple
d’amorces dont 0,5 pLL d’amorce sens et 0,5 pL d’amorce anti-sens, 4 L d’eau RNase-free
stérile, et 5 uL. d’ADNc comme matrice. La réaction d’amplification et la détection des signaux
sont effectuées a I’aide d’un thermocycleur (CFX96 Real-Time System, Bio-Rad, USA), selon

le programme suivant (Figure 30) :

- dénaturation initiale : 95<C pendant 3 minutes,
- 35 cycles d’amplification avec :
déaturation : 95<C pendant 10 secondes,
hybridation : 60<C pendant 30 secondes,
éongation : 72<C pendant 30 secondes,
mesure de fluorescence,
- @ablissement de courbes de fusion : augmentation de la tempéature de 0,5<C toutes les

10 secondes jusqu’a 95°C avec mesure de la fluorescence a chaque palier.

L’analyse des données et la détermination de 1’expression relative ont été réalisées selon

la méhode «2"AACT >(Livak et Schmittgen, 2001).

Les CT des génes d’intér& et des genes de menage sont d’abord normalisés par rapport
a leur efficacité déterminée selon I’étalonnage de chaque géne par le logiciel Bio-Rad CFX
Manager. ACT repré&ente la diffé&ence de CT normalis€entre les génes d’intérét et les génes

de ménage pour chaque ehantillon. En méne temps, des ACT de réé&ence sont déerminés
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avec la différence de CT entre les génes d’intérét et les geénes de ménage pour des réf&ences
définies en fonction de problématiques, qui sont : (i) NO, N1 et N2 a 88JAD pour 1’étude de
suivi de profil d’évolution de chaque mill&ime ; (ii) NO de chaque stade pour la comparaison
entre rang de bourgeon ; (iii) NO, N1 et N2 des bourgeons «témoins » traités avec de I’eau a
48h et a 7 jours pour I’étude de I’ABA ; (iv) NO, N1 et N2 des bourgeons « t@moins » qui n’ont
pas é&émis au noir ; (v) NO, N1 et N2 des bourgeons «té@moins » issus de I’effeuillage. AACT
est ensuite déterminé par la différence entre ACT de chaque échantillon et ACT de référence,

ainsi I’expression relative est calculée selon la fonction 2*AACT.

Les amplicons ont ensuite été déposés sur gel d’agarose a 1,2% (m/v) pour
1’¢lectrophorese afin de vérifier la présence d’une bande unique de taille attendue correspondant

aux ADNc amplifiés du gene éudié
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Tableau XI :

Protocole de dosage du D-glucose et du D-fructose par cascades de réactions enzymatiques.

Dosage du sucrose

Dosage du D-glucose
et D-fructose

Réactif a Témoin négatif Extrait | Témoin négatif | Extrait
ajouter (m1) (1) (1) (m1)

Réactif 1 67 67 - -
Extrait - 33 - 33

Mixer, incubation pendant minimum 15min a 20-25°C ou 5min a 37°C.

Ajouter ensuite :

Réactif 2 333 333 333 333
Eau distillée 600 567 667 634
Mixer, lire les absorbances aprés 3min de repos.
Commencer la réaction par ajout de :
Réactif 3 6 | s | 6 6

Mixer, attendre la fin de la réaction (environ 10-15min) et lire les absorbances

des solutions.

Si la réaction ne s'arréte pas au bout de 15min, continuer a lire les
absorbances toutes les 2 min jusqu' a la stabilisation des absorbances.

Ajouter ensuite :

Réactif 4

Mixer, lire les absorbances au bout de 15min




IVV. Dosage des glucides

La méhode de dosage des glucides est basée sur la mesure, par spectrophotomérie, de
I’absorbance du NADPH produit par une série de réactions enzymatiques qui dégradent les

diffé&ents sucres.
IV.1. Dosage des sucres solubles (D-glucose, D-fructose et saccharose)

IV.1.1. Extraction des sucres solubles

0,01 g de poudre fraiche congelée a été mélangé avec 2 mL d’eau distillée dans un tube
Eppendorf de 2 mL puis incubédans un thermoshaker (Thermal Shake lite, VWR, USA) &60<C
pendant 1 h. Le mé&ange est ensuite centrifugea20 000 g pendant 5 minutes atempé&ature
ambiante. Le surnageant contenant les sucres solubles est prédevéet transf&eédans un nouveau

tube Eppendorf. Les extraits sont conservés a-20°C jusqu’a I’analyse.

IV.1.2. Dosage des difféents sucres solubles

Le dosage simultanédes trois sucres solubles (D-glucose, D-fructose et saccharose) par
le kit enzymatique (R-Biopharm UV-method, USA) repose sur les activités des diffé&entes
enzymes. Le D-glucose est hydrolysé par I’hexokinase en G-6-P (glucose-6-phosphate). Le D-
fructose est hydrolysé par 1’hexokinase en F-6-P (fructose-6-phosphate) qui est ensuite catalysé
par la phosphoglucose isomé&ase en G-6-P. Le saccharose est hydrolysé par I’invertase (p-
fructosidase) en D-fructose et D-glucose, ce dernier est ensuite catalyséen G-6-P. Les G-6-P
ainsi produits sont oxydés par la G-6-P déshydrogénase en D-gluconate-6-phosphate en
pré&ence de NADP* qui lui-méne est réluit en méne temps en NADPH?®. Les NADPH sont

ensuite quantifié par spectrophotomérie &340 nm.

Les rections enzymatiques ont &e effectuées directement dans les cuves de
spectrophotomérie al cm de longueur de trajet selon un programme preeis (Tableau XI1). Les
réctions pour le dosage du saccharose et celles pour le D-glucose et le D-fructose ont &é

ralisés séparénent mais simultanément.

Pour le dosage du saccharose, 67 pL. d’extraits ont été mélangés avec 33 puL de réactif
1 (buffer citrate, pH4,6 et 720 unité& de B-fructosidase) pré&lablement chauffépendant 5
minutes &37 <. Un ténoin n&atif est préaréen méne temps avec seulement 67 L de ré&ctif
1 sans ajout d’extrait. Le mixte et le témoin négatif sont ensuite incubés a 37°C pendant 5

minutes. Apres un ajout de 333 L de ré&ctif 2 (buffer triéhanolamine, pH7,6 ; NADP a

8 NADPH: Nicotinamide adéine dinuclétide phosphate
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2.44 mgmL?; ATP® &5,78 mg mL™* ; sulfate de magné&ium), le milieu réctif est complé&éa
1 mL par de I’eau distillée. La lecture de la premiére absorbance a 340 nm est réalisée apres 3
minutes de repos. Ensuite, 6 pL de réactif 3 contenant 320 unités d’hexokinase et 160 unités de
glucose-6-phosphate déshydrogénase sont ajouté& dans le milieu réactif. Aprés 15 minutes
d’incubation a température ambiante, une deuxi¢me lecture d’absorbance a 340 nm est

effectuee.

Paralldement au dosage du saccharose ont éé&effectués les dosages de D-glucose et de
D-fructose. 33 pL d’extraits sont mélangés avec 333 pL de réactif 2 dans une cuve de
spectrophotométrie. Le milieu réactif est ensuite complété a 1 mL avec de ’eau distillée. Un
témoin négatif est préparé sans ajout d’extrait. Aprés 3 minutes de repos, la premiee lecture
d’absorbance a 340 nm est réalisée, suivie d’un ajout de 6 pL de réactif 3. Une deuxi¢me lecture
d’absorbance a 340 nm est ensuite effectué¢e a la fin des réactions enzymatiques. Puis, 6 pL de
réctif 4 contenant 420 unité& de phosphoglucose isomé&ase sont ajoutés afin de catalyser la
transformation du D-fructose en D-glucose. Enfin, une troisiéme lecture d’absorbance a 340

nm est réalisée apres 15 minutes d’incubation a température ambiante.
IV.2. Dosage de ’amidon

Le dosage de I’amidon a été effectué aussi a I’aide d’un kit enzymatique (R-Biopharm
UV-method, USA). Le principe reste identique acelui du dosage des sucres solubles, mais
I’enzyme clé est I’amyloglucosidase qui hydrolyse la chaine d’amidon en D-glucose. Ce dernier
est ensuite hydrolysé par des réctions enzymatiques en D-gluconate-6-phosphate avec la
réluction de NADP* en NADPH qui est dosépar spectrophotomérie 2340 nm de longueur

d’onde.

1IV.2.1. Extraction de ’amidon

0,04 g de poudre fine pr&lablement broyée et conservé a-80<C ont &éajoutés dans
un tube de 10 mL contenant 2,5 mL de DMSO (diméhylsulfoxyde) et 0,625 mL de HCI 8M.
Le md&ange a é&éensuite incubédans un thermoshaker (Thermal Shake lite, VWR, USA) a
60°C pendant 1h. Aprées refroidissement rapide, 1’extrait est ajusté a pH 4,5 afin d’obtenir une
couleur p&e, puis transfé&édans une fiole jaugeée de 10 mL. Le volume est ensuite complééa
la jauge avec de I’eau distillée. Aprés précipitation de la poudre atempé&ature ambiante pendant
20 minutes, la suspension claire est prédevee et transfé&ée dans un tube, puis conservee &-20C

jusqu’au dosage.

® ATP: Adénosine triphosphate
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IV.2.2. Dosage de ’amidon

Sachant que la méthode d’extraction extrait aussi du D-glucose, un ténoin sans ajout
d’amyloglucosidase est obligatoire pour chaque échantillon afin de réaliser la détermination en
aval de la teneur en amidon. En méme temps, un témoin négatif qui teste 1’efficacité du kit a

été préparé sans ajout de 1’extrait.

33 puL d’extrait sont ajoutés dans une cuve de spectrophotométrie contenant 67 uL de
reactif 1 (buffer citrate, pH 4,6 ; 84 unités d’amyloglucosidase). Pour le témoin négatif, 33 puL
d’eau distillée sont mélangées a 67 puL de réactif 1, alors que pour le témoin de I’échantillon,
seuls 33 pL d’extrait sont ajoutés dans une cuve. Apres incubation a 60°C dans une étuve
pendant 15 minutes, 333 | de réactif 2 (buffer triéhanolamine, pH7,6 ; NADP &2,78 mg mL"
L. ATP &7,04 mg mL™* ; sulfate de magnésium) sont ajoutés dans le cuve. Le volume est ensuite
complété jusqu’a 766 pL avec de I’eau distillée. La premicre lecture d’absorbance a 340 nm est
effectuée 3 minutes apres. Puis, 6 uL de réactif 3 contenant 200 unités d’hexokinase et 100
unité&s de glucose-6-phosphate déshydrogénase sont ajoutés pour la catalyse des réactions
enzymatiques. Aprés incubation atempé&ature ambiante pendant 15 minutes, la deuxiéme

lecture d’absorbance a 340 nm est effectuée.
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Tableau XII: Conditions d’analyse en UPLC de I’ABA, de I’AIA et des CKs et paramétres

instrumentaux de la spectromérie de masse.

Colonne analytique Uptisphere C18 UP3HDO en phase inverse
Diameétre des particules: 3 um
Longueur: 100 mm
Diametre intérieur: 2,1 mm

Solvant d'élution:
Phase mobile:

Solvant A: eau miliQ a 1% acide acétique (v/v)
Solvant B: acétonitrile a 1% acide acétique (v/v)

Analytiques standards:
Volume d'injection: 5 L
Débit: 0,4 mL-min-1

Programme indicatif du gradient pour I'ABA et I'AIA

Temps (min) Solvant A Solvant B
0 98 2
3 70 30
7,5 50 50
8,5 5 98
9,6 0 100
13,2 98 2
15,7 98 2
Programme indicatif du gradient pour les CKs
Temps (min) Solvant A Solvant B
0 95 5
13 40 60
16 0 100
16,5 95 2

MS Triple quadripole - Mode d'ionisation - éléctrospray (ESI)
Voltage capillaire: 1,5 kV

Source température: 130°C

N2 flux: cone 150 L-h-1, désolvatation 800 L-h-1

Gaz de collision: Argon

Flux de gaz: 0,18 mL-min-1




V. Dosages hormonaux

Si les effets des CKs et des GAs sur I’initiation et la différenciation des primordia
inflorescentiels ont été relativement bien étudiés, les roles de I’ABA, ainsi que des différents
&uilibres hormonaux sur ces meéanismes restent encore peu clairs. 1l est donc important
d’analyser I’ensemble de ces hormones afin de comprendre leur implication dans I’initiation et

la diffé&enciation des primordia inflorescentiels sous conditions naturelles.

Notre étude des hormones a porté sur 3 familles d’hormones : acide abscissique (ABA),
auxine (AIA) et cytokinines (CKs). Elle a été réalisée en collaboration avec I'INRA de
Versailles-Grignon  (Institut Jean-Pierre  Bourgin, Observatoire du Vé&éal/Chimie-
Méabolisme).

V.1. Extraction simultanée de ’ABA, de ’AIA et des CKs

L’extraction simultanée de ’ABA, de I’AIA et des CKs a ¢été réalisée en triplicat. 1 mg
de poudre lyophilisée est mélangé avec 800 pL de tampon d’extraction d’acétone/H20/acide
acéique (80/19/1, v/viv) et 10 L de mixte de standard interne (ABA-d4 : 0,1 ng-pLt, AlA-
C13: 0,05 ng-pL?t et CKs : 0,05 ng-pit) dans un tube Eppendorf de 2 mL. Le m&ange est
«vortexe> puis sonniquéa?25 Hz pendant 1 minute, ensuite incubédans un thermomixer
(Eppendorf ThermoMixer, Eppendorf, USA) &1000 rpm pendant 10 minutes a10<C. Le
méange est ensuite centrifug€&al0000 rpm pendant 10 minutes &a10<C. Le surnageant est
préevéet transfé&édans un nouveau tube Eppendorf. Le culot est ensuite réextrait 2 fois dans
400 pL de tampon d’extraction. Les surnageants sont prélevés et mélangés avec celui de la
premiére extraction. L extrait est séché ensuite dans un Speedvaccuum, puis conservé a -20C

jusqu’aux analyses en UPLC.
V.2. Détermination qualitative et quantitative des hormones par ’'UPLC

L’extrait sec est repris dans 100 uL d’acétonitrile/H20 (50/50, v/v), puis filtrédans un
vial de 1 mL. L’analyse des hormones a été effectuée en chromatographie en phase liquide a
haute pression (Water Acquity ultra performance liquid chromatograph) couplé & une
spectromérie de masse quadripolaire (Waters Xevo Trip quadrupole mass spectrometer TQS)
(UPLC-ESI-MS/MS).

Les paramétres d’analyse sont décrits selon un programme précis (Tableau XII). Le
volume d’injection est de 5 pL. Les composés sont séparés sur une colonne en phase inverse
(Uptisphere C18 UP3HDO, 100>2,1 mm>3 pm particle size ; Interchim, France) chauff& a

-62 -



40T avec une vitesse de flux de 0,4 mL-mint. La phase mobile est composé& de (A) 0,1%

acide ac&ique/H20 (v/v) et (B) 0,1% acide ace&ique/ac&onitrile (v/v).

L’analyse de I’ABA et de I’AIA suit le méme gradient d’élution (temps, %A) : (0 min.,
98%), (3 min., 70 %), (7.5 min., 50 %), (8.5 min., 5 %), (9.6 min., 0%), (13.2 min., 98 %), (15.7
min., 98 %). Pour les CKs, le gradient d’¢lution est suivant (temps, %A) : (0 min., 95 %), (13
min., 40 %), (16 min., 0 %), (16.5 min., 95 %). La spectroméie de masse est conduite par
électrospray et a 1’aide de la plateforme MRM (Multi Reaction Monitoring) en mode né&atif
pour I’ABA et les CKs et en mode positif pour I’AIA.

Les paramétres instrumentaux sont définis comme suit : le voltage capillaire est &1,5kV
(en mode negatif) ; la tempé&ature de la source et du gaz désolvatéest respectivement de 130<C
et 500°C. L’azote est utilisé pour assister le cone et la désolvatation avec respectivement un
flux de 150 L-h* et 800 L-ht. L’argon est utilisé comme gaz de collision avec un flux de 0,18

mL-mint.

L’acquisition des données et le traitement des résultats sont réalisés a I’aide de logiciel

«MassLynx »

-63-



V1. Estimation de la fertilitépotentielle re&elle, apparente et du

rendement

Diffé&entes éudes ont montréque 60% de variation du rendement final &ait expliqué
par la fertilité des bourgeons de I’année pré&élente (Guilpart et al. 2014). De ce fait, afin de
savoir si les indicateurs identifiés dans notre éude en 2014, 2015 et 2016 pouvaient influencer
le rendement final, il a ét¢ important d’évaluer la fertilité potentielle réelle et apparente en lien

avec le rendement.
VI1.1. Evaluation de la fertilit€épotentielle reelle

La fertilitépotentielle ré&lle a &éévalué par le comptage des primordia inflorescentiels
apartir des coupes microscopiques et/ou des dissections de bourgeons au stade 159JAD avant

la p&iode de repos hivernal.

En 2016, un suivi de la cinétique des processus d’initiation et de différenciation des
primordia inflorescentiels a &éeffectué Pour chaque stade de pré&évement, 10 bourgeons NO,
N1 et N2 ont &€préevés et imméliatement diss&jués sous loupe biloculaire au laboratoire. Le
nombre de primordia foliaires et le nombre de primordia inflorescentiels non diffé&encié et
difféenciés a ééensuite déerminé
VI1.2. Evaluation de la fertilitépotentielle apparente et du rendement

La fertilité potentielle apparente a &é& éalué par le comptage du nombre

d’inflorescences sorties au stade « bouton floral >

L’estimation précoce du rendement est basée sur la méthode de I’'IFV (Institut Francais
de la Vigne et du Vin) qui met en €idence la forte corré&ation entre le volume de la grappe de
Vitis vinifera en cours de croissance et son poids ala réeolte (Serrano et al., 2005). Elle est
calculé& apartir de la mesure de la longueur et de la largeur maximale des grappes au stade
«fermeture de grappe »selon la formule mathématique de calcul pour un cne :

=— nr? h
V= X
T

ouV est le volume estiméde la grappe, r est le rayon de la grappe (= % largeur de la

grappe) et h est la longueur de la grappe.

En 2015, le comptage des inflorescences et 1’estimation du rendement ont été réalisés

sur 40 pieds réartis al&toirement sur 5 rangs sans tenir compte du type de bourgeons portant
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les rameaux en croissance. Au vu des réultats obtenus, en 2016 et 2017, le comptage du nombre

,,,,,

nceuds NO, N1 et N2 sur 40 pieds répartis al&@toirement sur 5 rangs.
L’estimation du rendement a ét¢ aussi réalisée sur I’ensemble des pieds non effeuillés.

Sachant que le poids moyen d’une grappe du Merlot dans la reégion bordelaise selon la
Chambre d’Agriculture de la Gironde est d’environ 150 g et que ce poids se référe a un volume
de grappe moyen estimé d’environ 100 cm® (Serrano et al., 2005), I’estimation du rendement
selon la méthode de I'IFV a permis de classer arbitrairement les grappes en diffé&entes

catégories en fonction de leur volume :

- petite grappe : < 50 cm?®
- grappe moyenne : 50 — 200 cm?®
- grosse grappe : 200-600 cm?®

- trés grosse grappe : > 600 cm?.
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VII. Traitement statistique des donnéss

Dans ce travail, le traitement statistique des données a été réalisé a I’aide du logiciel R
(Ihaka et Gentleman, 1996). Pour toutes les données obtenues, la normalitéa éévé&ifié par le
test de Shapiro-Wilk.

Pour les donnés suivant une loi normale, des tests paramériques ont &éralis&
(analyse de variance-ANOVA, Test de Student).

Le test post-hoc Conover-Inman a &é utilis€ aprés le test de Kruskal-Wallis. La
significativitéretenue est comprise entre 0,05 et 0,1 et est représentée sur les graphiques par

une &oile.

Pour les données ne suivant pas une loi normale, le test non paramérique de Kruskal-
Wallis a ééutilisé
Le test post-hoc Tukey (HSD) a été utilisé aprés I’ANOVA. Les p values retenues sont

celles infé&ieures &0,05 et sont repré&entés par des lettres dans les tableaux de traitements de

donnéss ou sur les figures.

Enfin, des matrices de corréations entre variables (Peterson et al., 2013) et une
approche de représentation par Analyse en Composante Principale (ACP) sur I’ensemble des
variables ont &éréalisées. L’ ACP est une méthode statistique essentiellement descriptive, qui
a pour but de représenter sous forme graphique le maximum de I’information contenue dans un
tableau de donnéss. On applique usuellement une ACP sur un ensemble de p variables alé&toires
X1..., Xp caractérisant n individus. Chaque individu est alors représenté dans un espace a p
dimensions par des coordonnées qui sont les valeurs prises par cet individu pour les p variables
considérées. L’ ACP consiste a synthétiser I’information et visualiser les individus sur la base
des nouvelles variables qui se substituent aux variables initiales. Cette méhode cherche a
déerminer les axes qui expliquent le mieux la dispersion des individus. Ces axes, appelé&

composantes principales, sont des combinaisons lin&ires des variables initiales (Chira, 2009).
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CHAPITRE 3

Etude morphologique et chronologique du

développement du bourgeon latent de
vigne au cours de la premiere année du
cycle reproducteur




Les éapes de déseloppement des bourgeons de vigne sont connues depuis bien
longtemps et de nombreux auteurs ont déja décrit 1’apparition et 1’évolution des différents
organes (Barnard et Thomas, 1933 ; Bessis, 1965 ; Bugnon et Bessis, 1968 ; Srinivasan et
Mullins, 1976). Mais dans un contexte de changement climatique et de pratiques culturales, il
est neéessaire de veifier si les données recueillies depuis maintenant depuis 40 ans sont
toujours d’actualité. Ce premier chapitre a donc pour objectif a partir d’une approche
macroscopique et microscopique de (i) décrire les différentes phases d’apparition des organes
préormé& dans le bourgeon, (ii) ré&liser la chronologie de cette apparition en relation avec le

mill&ime et le type de bourgeon.

Cette phase de description est indispensable pour la poursuite de notre &ude car elle
définira les stades clés pour 1’étude des facteurs de régulation et commencera a établir les liens
entre développement morphologique et rendement potentiel.

I.  Approche microscopique : description morphologique de
I’évolution des bourgeons latents de vigne au cours de leur

premiere annee de formation

L’objectif de cette premiére approche était de pouvoir caract&iser morphologiquement
I’évolution du bourgeon latent au cours de sa premicére année de développement via

I’observation macroscopique directement en plein champ afin de :

- proposer des critéres visuels de caractéisation ;
- repéer des stades clé de modifications morphologiques qui pourraient ensuite
servir de base pour déinir les stades de pré&evements ou des repées pour le

viticulteur.

Pour cela, au cours des millésimes 2015 et 2016, 1’évolution morphologique des
bourgeons de la base de 50 rameaux primaires de Merlot a &é suivie r&uliéement du
débourrement jusqu’a la chute des feuilles. Pour chaque type de bourgeon (NO, N1 et N2), la
caracté&isation morphologique et la description des organes externes ont &éré&lisé&s environ
toutes les 2 semaines, complétées par des photos et des prises d’échantillon pour I’évaluation

du poids.
1.1. Ré&ultats

Les observations réalisées au cours des 2 années d’¢tude (2015 et 2016) sont similaires

et comparables.
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Figure 32 : Evolution morphologique des bourgeons latents en formation au cours de la premiére
année du cycle reproducteur.



Aprés le déourrement, la formation des bourgeons latents porté par la nouvelle tige
débutent simultanément avec 1’apparition de chaque nceud qui portera une feuille et deux

bourgeons axillaires.

Dans le cas de notre éude, on peut commencer a distinguer a 1’ceil nu les bourgeons

axillaires des nceuds de la partie inférieure du rameau 35 jours aprés le désourrement (JAD). A

ce stade, on distingue également les autres bourgeons tels que 1’apex et les bourgeons de la
couronne ainsi que les premiers organes que sont les feuilles et les deux inflorescences (Figure
31).

Si on s’intéresse a la zone du nceud, on peut observer au stade 35JAD les deux types de
bourgeons formés, c’est-adire le bourgeon anticip€(ou prompt bourgeon) et le bourgeon dit
latent (Figure 32A). A ce stade, les deux bourgeons sont souvent accolés. Le bourgeon anticipé
présente une pointe rose alors que le bourgeon latent est totalement vert, enrob&€par la préfeuille
du bourgeon anticipéet de plus petit volume. Le poids moyen des bourgeons latents &ce stade-
I&est compris entre 10 et 30 mg pour les deux annés éudiées (2015 et 2016) (Figure 33). 1l

n’y a pas de différences significatives de poids moyen entre les bourgeons de diffé&ents rangs.

Quelques semaines plus tard, au stade 60JAD, la morphologie des bourgeons a

totalement changé Certains bourgeons anticipés se sont développés en entre-ceeurs, tandis que
les bourgeons latents sont totalement séaré du bourgeon anticip€et préentent un aspect
triangulaire, I&&ement bombé ala base, avec des eailles fermés (Figure 32B). Il est
maintenant facile de les distinguer a 1’aisselle de la feuille. Leur poids moyen a fortement
augmentépar rapport au stade 35JAD : doubléou tripléen 2015, quintuplépour les bourgeons
N2 en 2016 (Figure 33). A ce stade, commencent aapparaitre des diffé&ences de poids entre les

types de bourgeons avec les bourgeons N2 qui sont plus gros que les bourgeons NO et N1.

Le développement des bourgeons se poursuit rapidement et le stade suivant a &é
identifié comme le moment ou 1’extrémité des écailles commence a s’ouvrir en raison de la
formation des organes préformés. Pour les deux années, ce stade a ééobserve88 jours apres

le débourrement. A ce stade, les deux €eailles des bourgeons latents sont I&&ement &arté&s

et les bourgeons sont verts (Figure 32C). Leur poids a significativement augmenté& mais de
maniere variable selon leur rang (Figure 33). Ainsi, pour les deux annees éudiees, la croissance
des bourgeons NO a &éla plus rapide, ils ont atteint leur poids maximum ace stade-laet sont

les plus gros. On observe egalement, &88JAD et pour les deux annéss une hi&archie pour les
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Figure 33 : Evolution du poids moyen d’un bourgeon latent au cours de son déeloppement durant la
premiée année de formation en 2014, 2015 et 2016.

Les résultats représentent la moyenne #€eart-type moyen de quinze répéitions indépendantes ; le tableau représente les
diffé&ences significatives (p<0,05) selon le test de Kruskal-Wallis : a, b, c, d, e, f, g, h, i, j pour chaque ligne indiquent les
diffé&ences significatives entre les groupes de moyennes



poids des bourgeons : NO é&ant plus lourd que N2 lui-méme plus lourd que NL1.

La phase suivante se caract&ise par un ralentissement de la croissance et une
modification morphologique des bourgeons avec brunissement des &ailles dGaun début de

lignification. Nous retiendrons le stade 103 jours aprés débourrement, remarquable par le

changement de couleur des éailles (Figure 32D). A ce stade, le poids moyen évolue
difféemment selon les bourgeons et les mill&imes (Figure 33) : pour les bourgeons NO, il a
augmenté en 2014, diminué en 2015 alors qu’il est resté constant en 2016 ; pour les bourgeons
N1 et N2 il est restéconstant en 2015 et a augmentélééement en 2014 et en 2016. Mais dans
tous les cas, les bourgeons NO ont tendance arester plus gros que les bourgeons N1 et N2.

Aprés le stade 103JAD, le brunissement des &ailles de bourgeons s’accélere (Figure
32E et 32F), la couleur marron s’accentue et on commence a I’ceil nu a noter des caracté&istiques
de dessiccation avec la fermeture des &ailles. Au cours de cette p&iode, on considerera alors
deux stades : 118JAD qui correspond au stade outout le bourgeon est de couleur marron clair
mais avec des €ailles encore Iég&ement ouvertes et 159JAD qui correspond au stade A de
Baggiolini, c’est-adire bourgeon d’hiver avec une couleur brune foncé et des exailles
totalement fermées. Le poids moyen commence a diminuer et la diminution s’accélére jusqu’au
dernier stade caract&isé(Figure 33). A ce stade, il n’y a pas de différence significative de poids

ni entre les bourgeons, ni entre les années.
1.2.  Discussion

Nos observations nous ont permis de diffé&encier 6 éapes clé& correspondant ades
modifications morphologiques facilement observables au cours de la premige anné de
formation des bourgeons : 35JAD, 60JAD, 88JAD, 103JAD, 118JAD et 159JAD.

Jusqu’a ce jour, aucun auteur n’avait décrit ces éapes en les faisant correspondre aun
rythme fixe a partir du débourrement. Les descriptions faites jusqu’alors (Barnard et Thomas,
1933 ; Bessis, 1965 ; Bugnon et Bessis, 1968 ; Carbonneau, 1992 ; Coombe and Illand 2004 ;
Carmona et al., 2008) se basaient sur les stades phénologiques de la plante entiée ou des stades

définis spe&ifiqguement pour le bourgeon (Carolus, 1970 ; Srinivasan et Mullins, 1981a)

L’intérét de cette approche est de pouvoir s’affranchir des phases de développement des

autres organes vegéatifs qui peuvent &re fortement influencés par les pratiques viticoles.

Ces ré&ultats confirment les observations dgarapportées dans la bibliographie, avec
des donnés plus précises concernant 1’évolution du poids des bourgeons et les différences

entre type de bourgeon. Ainsi, la premicre phase jusqu’au stade 88JAD peut étre définie comme

-70 -



une phase d’organogenése, rapide et simultané& ala phase de croissance vé&yéative de la plante

la plus active (Carbonneau et al., 2007). Puis cette phase serait suivie d’une seconde période
dite d’ontogenése avec un ralentissement des mécanismes d’initiation des primordia, une
orientation vers des mé&anismes de diffé&enciation permettant la formation des ramifications et
une stabilisation progressive du poids du bourgeon. Cette période durerait jusqu’au stade
fermeture de grappe qui est concomitant au stade 103JAD défini ici et qui, pour de nombreux
auteurs, marque le débdut de la phase de pr&lormance chez les bourgeons de vigne (Barnard et
Thomas, 1933 ; Bessis, 1965 ; Bugnon et Bessis, 1968 ; Carbonneau 1992 ; Coombe and Iland
2004 ; Carmona et al., 2008). Cet arr& de grossissement est alors définitif &partir de 118JAD.

Il correspond a I’entrée en dormance et au début d’aoltement pour la plante enticre.

L’évolution du poids moyen des bourgeons est parfaitement reliée aux périodes
définies et aux modifications morphologiques. Il augmente rapidement entre 35JAD et
88JAD en raison d’un métabolisme actif de la plante permettant la formation de nouveaux
organes (organogenése). Puis atteint son maximum au moment ou I’arrét de croissance de
la plante s’installe (ontogenése), et diminue apreés I’entrée en dormance, pendant la phase
d’aoiitement. Ces profils d’évolution du poids moyen sont semblables entre les deux
mill&imes et entre les bourgeons de diffé&ents rangs. Mais, les poids varient selon le type
de bourgeons, le poids moyen des bourgeons N1 é&ant toujours infé&ieur acelui des

bourgeons N0 et N2. L’hypothése d’une différence anatomique peut alors étre envisagée.
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Figure 34 : Evolution morphologique des structures reproductrices du bourgeon latent de vigne au cours de
la premiée année de développement (année 2016).

ma : mé&istéme apical ; pf : primordium foliaire ; pi : primordium inflorescentiel ; pid : primordium inflorescentiel diffé&encié



Il.  Approche microscopique : description morphologique et
anatomique de I’évolution des primordia au sein de bourgeons

latents de vigne au cours de leur premiére anné& de formation

L’établissement de stades clés de modifications morphologiques des bourgeons latents
en lien avec 1’évolution du poids de ces derniers a permis de démontrer qu’il existait (i) des
phénomenes de croissance suffisamment importants pour faire varier le poids de 1’organe en
lien avec les phases de croissance de la plante et (ii) des comportements diffé&ents entre les

bourgeons.

L’objectif de cette seconde approche est donc de décrire, via des techniques macro et
microscopiques, 1’organisation interne du bourgeon et 1’apparition des primordia (foliaires et

inflorescentiels) afin de les corréler avec I’évolution du poids et la fertilité potentielle.
Il.1. Ré&ultats

Les coupes microscopiques réalisées en 2014 et 2015 dans 1’axe longitudinal des
bourgeons ont permis d’observer le type d’organes formés ainsi que la chronologie de leur
apparition. La dissection des bourgeons au cours de leur déseloppement en 2016 a permis de

compléer les observations microscopiques gr&e au comptage des organes formés.

35 jours apres le débourrement (35JAD), il est possible d’observer la premiére ébauche

(anlage) du primordia inflorescentiel &partir du mé&isténe vegé&atif (Figure 34A). Il s’agit d’un
me&istame reproducteur non diffé&enciéqui a un aspect globuleux. 1l est proche du mé&istéme
apical (ma), mais se distingue par le fait qu’il porte souvent deux bras, dont un gros bras interne
et un petit bras externe (Figure 34A). A ce stade, on ne peut identifier clairement les primordia
foliaires (PF) qui sont environ au nombre de quatre a cing, ainsi qu’une dizaine de bractées
formant les &ailles (Figures 35A et 36A). On note que le nombre de PF des bourgeons N2 est
I&g&ement infé&ieur acelui des bourgeons NO et N1 ; puis au cours du développement, ce
phéomene s’estompe et il n’existe plus entre les 3 types de bourgeons de diffé&ences

significatives apartir du stade suivant (Figure 36A).

La croissance du méristeme apical se poursuit dans son axe, et permet alors a I’anlage
d’évoluer en primordium inflorescentiel (PI) dans un axe légérement dévie(Figure 34B). 60

jours aprés le débourrement, I’anlage formé commence a se développer en PI non différencié

(Figure 35A). Ainsi, le méristéme reproducteur qui se trouve au sommet de 1’axe du primordium,

est caractérisé par la présence d’environ 5 a 7 couches de cellules mé&istématiques de petite
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Figure 35 : Evolution anatomique des structures du bourgeon latent de vigne au cours de la
premiée anné& de développement (anné& 2014 : B, D, F, Het anné& 2015: A, C, E, G, I).

ma : méristéme d’apex ; mi : mé&istéme inflorescentiel ; an : anlage ; be : bras externe ; pf : primordium foliaire ; pi :
primordium inflorescentiel ; pid : primordium inflorescentiel diffé&enci€; b : bracté ; rp : ramification primaire ; n:
nceud ; m : mé&ithalle ; pc : procambium



taille sans plastes diffé&encié (Figure 35A). Le début de la différenciation d’un primordium
inflorescentiel s’observe avec I’apparition de petites structures globuleuses le long de I’axe de
croissance du primordium apres le stade 60JAD (Figure 34C). Il s’agit de la formation de
bractés et de ramifications mé&isténatiques. La taille de la ramification mé&istématique basale
est plus importante que celle de la ramification apicale. Lorsque dévute la diffé&enciation du
premier primordium inflorescentiel, il est possible d’observer I’anlage du second primordium
inflorescentiel qui aura le méne rythme de développement, avec environ 10 &a12 jours de
dé&salage. A ce stade-13 il est aussi possible de distinguer 2 &3 méithalles préormé séarés
par plusieurs couches de cellules qui s’allongent horizontalement par rapport a 1’axe végétatif
principal et qui deviendront des nceuds (Figure 35C). Passé ce stade, les primordia
inflorescentiels continuent leur ramification dans le sens acropéte, ce qui leur donne la forme
finale d’une grappe. Ainsi avant le stade 60JAD, il n’est pas possible de différencier des
primordia inflorescentiels (PI) sauf pour le nceud NO ou le premier commence a étre visible

(Figure 36B).

Entre 60 et 88 jours aprés le dévourrement, les mé&anismes de diffé&enciation

s’intensifient, et le nombre moyen des Pl par bourgeon augmente significativement pour
dépasser 1 Pl diffé&enci€éet 2 Pl indiffé&enciés par bourgeon et ceci pour les trois types de
bourgeons (Figures 36B et 36C). Au cours de cette phase de déseloppement actif, le premier
Pl formé poursuit sa ramification en forme de grappe avec formation de ramifications
secondaires, voire tertiaires dans certains bourgeons (Figures 35B et 35C). Le deuxiéne PI
s’initie mais n’est pas ou peu encore différencié (Figure 34C). Il n’y a plus de diffé&ences entre
les trois types de bourgeons pour le nombre moyen de Pl indiffé&enciés ace stade-la(Figure
36B).

Apres 88JAD, I’initiation des PI se ralentit, ce qui Se traduit par une augmentation lente
du nombre de PI dans les bourgeons (Figure 36B). Par contre la ramification des deux Pl initiés

se poursuit de maniée plus active puisque a103 jours aprés le dévourrement, le premier Pl a

pratiquement atteint sa taille définitive avec des ramifications tertiaires et le second Pl
commence ase ramifier avec apparitions de ramifications secondaires (Figures 35D et 35E).
En méme temps, un troisiéme PI peut s’initier dans certains bourgeons bien développés (Figure
34D). Ce rythme se poursuit jusqu’a 159JAD outille nombre moyen de Pl par bourgeon dépasse
2,6 et le nombre de Pl ramifié par bourgeon atteint 2 en moyenne (Figures 34E, 34F, 35F,
35G, 35H, 351 et 36C). A ce stade, il est possible d’observer dans les bourgeons de Merlot
jusqu’a trois primordia inflorescentiels. Les deux premiers sont bien ramifié et disposes de
part et d’autre de I’axe de croissance végétative, alors que le troisiéme reste souvent a 1’état

d’un anlage et est situé du méme c6té que le second primordia inflorescentiel (Figures 35F et
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35H). Méme si au final, le nombre total de PI n’est pas significativement différent entre les 3
types de bourgeons (Figure 36B), la cinéique de la ramification du second Pl semble varier
entre les bourgeons NO, N1 et N2. En effet, la ramification du second PI dans les bourgeons N2
semble &re plus rapide que celle dans le bourgeon NO, qui est elle-mé&ne est plus rapide que

celle dans le bourgeon N1 (Figure 36C).

L’¢étude réalisée sur deux millésimes différents montre que la chronologie d’apparition
des diffé&entes structures est identique quelle que soit I’année considérée. Par contre, il
semblerait qu’en 2015 les premicres structures soient apparues légérement plus rapidement
qu’en 2014 permettant un degré de ramification un peu plus important en 2015 qu’en 2014
(Figure 35). De plus, Il est également important de noter que les conditions climatiques de 2015
éaient plus favorables que celles de 2014 avec une somme des tempé&atures cumulées et un

nombre d’heures d’ensoleillement plus élevés (Figure 37).

De nombreux travaux ont montréque la tempé&ature et la lumiee &aient deux facteurs
environnementaux clé qui pouvaient conditionner directement le rythme d’initiation, de
diffé&enciation et de ramification des PI. Il est généralement considéré qu’une température au-
dessus de 20°C est nécessaire pour I’initiation optimale des Pl (Buttrose, 1970 ; Kasimatis et
al., 1975 ; Dunn et Martin, 2000 ; Petrie et Cligeleffer, 2005). Buttrose (1970) rapporte que les
tempé&atures infé&ieures &20<C au déout du printemps ne permettraient pas de ramification des
Pl et ainsi r&luirait leur taille. A I’inverse, une forte intensit€lumineuse et une longue duré&
d’ensoleillement pourrait favoriser ’initiation, la diffé&enciation et la ramification des PI
(Antcliff et al., 1955 ; Baldwin, 1964 ; Buttrose, 1970 ; Dry, 2000 ; Petrie et Clingeleffer, 2005 ;
Sanchez et Dokoozlian, 2005). Dans notre éude, la tempé&ature maximale journaliée moyenne
entre 35JAD et 60JAD est de 19,23<C en 2014, 21,43<C en 2015, et 16,25<C en 2016 (Source :
méeciel.fr). La tempé&ature moyenne journaliere cumulé en 2015 est sup&ieure acelle de
2014 tout au long du développement des bourgeons, et 1’ensoleillement journalier cumulé en
2015 est légérement plus important qu’en 2014 (Figure 37). Ces conditions climatiques
pourraient &re reliées ala précocité de I’initiation et de la ramification des Pl en 2015. En ce
qui concerne 2016, les conditions climatiques sont moins favorables avec une somme des
tempé&atures moyennes journaliéres cumulées et un ensoleillement journalier cumulé plus

faibles qu’en 2014 et 2015, mais néanmoins supérieures aux valeurs limites.
I1.2.  Discussion

Depuis les années 60, de nombreux auteurs ont déerit le processus de I’initiation, la

difféenciation et la ramification des PI dans les bourgeons latents. Le premier indicateur de la
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Tableau XIII : Correspondance en nombre de jours aprés débourrement entre les stades clé définis par
Carolus et les dates caract&iséss dans notre éude.

Travaux de Carolus (1970) Correspondance (en Correspondance (en
nombre de jours) par nombre de jours) par
rapport a la date rapport a la date
Stades Définition Période , présumée de ) présumée de
débourrement pour les | débourrement pour les
3 bourgeons de la base | 3 bourgeons de la base
en 1970 en 2016
Stade A | 1°" PF soulevé TO = 8 Jours apres 15JAD
la feuille étalée
Stade B | 2™ PF soulevé TO + 8 jours 23JAD
Stade C | 3°™ PF soulevé TO + 20 jours 35JAD
Stade D | 4%™¢ PF soulevé TO + 30 jours 45JAD
Stade E | Initiation 1°" PI TO + 30 jours 45JAD
Stade F | 1% ramification du 1°" | TO + 35 jours 50JAD 35JAD
PI, formation de laile
(anlage)
Stade G | Initiation 2%™ P| TO + 45 jours 60JAD
Stade H | 1% ramification du 2°™ | TO + 52 jours 67JAD
PI, formation de [laile
(anlage)
Stade | | Ramification secondaire | TO + 52 jours 67JAD 60JAD
du 1° PI
StadeJ | Initiation 3™ P| TO + 60 jours 75JAD
Stade K | Initiation 4®™ Pl et | TO+ 72 jours 87JAD 88JAD
ramification secondaire
du 28me p|
Stade L | Stade final de | TO+ 110 jours 103JAD 118JAD
I'organogenése
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Figure 38 : Evolution de la tempé&ature moyenne aBordeaux depuis 1900 (Source : Mé&éo France).



formation de I’axe reproducteur correspond a la formation d’un anlage (ébauche non
difféencié) (Carolus, 1970 ; Srinivasan et Mullins, 1976, 1980b ; Williams, 2000). Le
développement de cette ébauche au printemps induit la formation d’une bractée qui se divise
ensuite en deux bras ayant le potentiel de produire des Pl ou des PV (primordia vrillaires) qui
donneront, selon le degréde ramification, des grappes ou des vrilles (Carolus, 1970 ; Alsaidi,
1975 ; Srinivasan et Mullins, 1976, 1980b ; Mullins et al., 1992). 1l est également admis que le
nombre de Pl formé& avant la fin de la saison 1 du cycle reproducteur varie de 1 &4 selon le
cépage (Carolus, 1970 ; Pratt, 1971).

La dissection et I’observation microscopique des coupes longitudinales des bourgeons
nous ont permis de bien suivre les grandes étapes de I’initiation, de la différenciation et de la
ramification des Pl. Nos observations sont globalement en accord avec les nombreux travaux
anté&ieurs et notamment ceux ré&lisé par Carolus en 1970 sur le Merlot aBordeaux, et qui
avait défini 12 stades d’évolution des bourgeons au cours de leur premiere année de

développement avant 1’entrée en dormance (Tableau XII1).

Nous retrouvons une partie des stades définis par Carolus ; seul le stade K n’a jamais pu
@re retrouvécar contrairement acet auteur, nous n’avons jamais observé le 4™ primordium
inflorescentiel au cours des 3 années d’étude. Ainsi, au stade 159JAD (a la fin de 1’¢été) le
nombre moyen des Pl par bourgeon pour le Merlot &Bordeaux dans notre éude a atteint 2,8,
soit un maximum de 3 PI par bourgeon. Mais, dans la plupart des cas, seulement 2 PI sont bien
ramifiés, le troisiéme restant a 1’état d’anlage ou de ramification primaire ne permettant pas de
le diffé&encier en Pl ou en PV. Nos observations se rapprochent plus de celles d’Alsaidi (1975),
de Srinivasan et Mullins (1979) ou de Boss et Thomas (2000) qui n’ont jamais observé plus de

3 Pl diffé&enciés dans leurs travaux.

Au-delades structures formeées, la p&iodicitédes phases de développement des PF et
PI peut varier en fonction des cépages et des r&gions viticoles (Alleweldt et llter, 1969 ; Alsaidi,
1975 ; Swanepoel et Archer, 1988 ; Cheema et al., 1996 ; Watt et al. 2008) rendant quasiment
impossible 1’établissement d’un calendrier universel. Pour le Merlot a Bordeaux, Carolus (1970)
avait parfaitement mis en &idence les p&iodes clé& (Tableau XIII). Ce rythme n’avait pas été
vérifié depuis plus de 40 ans, alors que I’influence du changement climatique sur la phénologie
de la vigne et la qualitédu vin dans la ré&gion bordelaise a &€mise en éidence depuis prés de
deux dexennies (Jones et Davis, 2000 ; Van Leeuwen et al., 2004 ; Jones et al., 2005). La
température moyenne annuelle & Bordeaux est passée d’environ 12,5°C dans les années 70 a
environ 14<C aujourd’hui (Figure 38). Le nombre annuel de jours chauds (T <C moyenne >
25<C) est passéde 60 jours dans les annés 70 a 100 jours actuellement (source :
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Tableau XIV: Evolution des stades phé&ologiques de Merlot & Bordeaux (Donneées:
http://www.bordeauxraisins.fr/).

Date

. Date floraison Date véraison
débourrement
Moyenne 1960-1970 8 avril 13 juin 18 aolit
Moyenne 2000-2010 1 avril 2 juin 4 aolt
325 M 1 " '] i L M i " 1 A L L i " i i i i i i
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Figure 39 : Date (en jour julien) de difféents stades phénologiques de la vigne entre 1945 et 2000
aBordeaux (Jones et Davis, 2000).
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www.meteo-bordeaux.fr). Ce reéhauffement climatique a non seulement entramé

I’avancement des dates de débourrement (Tableau XIV), de floraison et vé&aison, mais aussi
réduit 1’écart entre les stades clés phénologiques en termes de nombre de jours (Figure 39)
(Jones et Davis, 2000). Il &ait donc important de redéerminer le rythme des stades clé de
I’initiation, la différenciation et la ramification des PI afin d’estimer 1’impact des modifications

climatiques sur ces méanismes.

Ainsi nos travaux démontrent que certains aspects de ces meeanismes ont pu ére

modifiés. Le premier point concerne la preeocitéde la production des anlagen et du début des

phases de ramification. En effet, pour les 3 années éudiéss, dés le stade 35JAD, les anlagen &

2 bras sont observables. En 1970, ce stade (stade F) n’¢était atteint pour les bourgeons de la base
que 50 jours apres le débourrement, soit deux semaines plus tard qu’actuellement. Cet écart
persiste mais se ré&luit pour les stades suivants avec par exemple la formation des ramifications
secondaires du 1*" PI (stade 1) observés 60 jours aprés le débourrement alors que Carolus la
notait 67 jours apres le déourrement (Tableau XIII). Le second point porte sur la p&iode de

fin de ramifications des Pl qui ne semble pas s’arréter deux mois aprés leur formation comme

indiquépar Carolus. Elle semble continuer pendant la phase de pré&lormance jusqu’au stade
118JAD voir jusqu’au stade 159JAD, le troisieme PI pouvant poursuivre son initiation tres
lentement jusqu’a la fin de 1’¢té. Il en ressort donc que la période actuelle d’initiation, de
diffé&enciation et de ramification des PI chez le Merlot s’étend sur une durée plus longue
que celle dé&erite dans les annés 70, en débutant en moyenne 2 semaines plus t& et se

terminant plus de 15 jours apres.

Ainsi comme pour la phénologie, la physiologie du bourgeon lors de sa premiée anné&
de déeloppement semble impacté par les modifications climatiques. Le développement des
primordia inflorescentiels déend de nombreux facteurs, mais parmi les facteurs climatiques,
la tempé&ature et la lumiée sont consid&é& comme les plus importants (Baldwin 1964 ; May
et al., 1976 ; Smart et al., 1982 ; Morgan et al., 1985) et montrent invariablement des
corréations directes entre exposition ala lumiée, tempé&atures et féondité En conditions
contrdees, des relations quantitatives ont éééablies entre la tempé&ature et la fertilit&(Buttrose,
1970 ; Kasimatis et al., 1975 ; Dunn et Martin, 2000 ; Petrie et Cligeleffer, 2005) et une gamme
de tempé&ature optimum (entre 20 et 35C) a &édablie par Keller et al., (2010), mais aucunes
données ne concernent I’impact de la température sur le rythme des mécanismes d’induction et
d’initiation inflorescentielle. L’éclairement des bourgeons latents est également un facteur a
prendre en compte pour ses effets positifs sur la formation des inflorescences (Antcliff et al.,
1955 ; Baldwin, 1964 ; Buttrose, 1970 ; Dry, 2000 ; Petrie et Clingeleffer, 2005 ; Sanchez et
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Dokoozlian, 2005). Mais en conditions de plein champ, il est difficile de vé&ifier si cet effet est
dGaun effet direct ou indirect via la photosynthése et le statut carbonédes bourgeons (Keller
et Koblet, 1995b ; Dry, 2000 ; Lebon et al., 2008). Ainsi, on peut supposer que I’augmentation
de la température moyenne de fin d’hiver et de début de printemps observée depuis les derniéres
dé&ennies aBordeaux, qui entrame un débourrement plus pré&oce et donc une exposition ala
lumiére plus longue des bourgeons formés, stimulerait les premiées activité cellulaires dans
le bourgeon et favoriserait la mise en place du 1° PI plus pré&ocement. La comparaison des 3
mill&imes éudié conforte cette hypothése avec la formation du premier anlage plus
préocement en 2015 qu’en 2014 et 2016, en lien avec les températures moyennes entre 35JAD
et 60JAD dépassant 21 <C cette année-1&(21,43<C) contre 19,23 <C en 2014 et 16,25<C en 2016.

A ce stade du manuscrit, il est encore difficile d’émettre une hypothese sur 1I’impact du
changement de rythme des phases d’induction, d’initiation et de ramification des inflorescences
sur le rendement final, car nos réultats montrent également que la cinétique d’organisation
des structures reproductrices du bourgeon ne peut &re considé&é& comme une droite et

doit &re divisé en deux phases distinctes :

- Entre 35JAD et 88JAD : une phase d’organogenése au cours de laquelle les deux
premiers Pl sont initiés et le premier ramifi&;

- Entre 88JAD et 118JAD : une phase d’ontogenése pendant laquelle se dé&oule la
ramification du deuxieme PI et I’initiation du troisiéme PI.

Pour la premiére fois, il est possible de relier les phases d’apparition des organes dans
le bourgeon avec leur cinétique d’évolution de poids. En effet, I’augmentation rapide du poids
moyen des bourgeons entre 35JAD et 88JAD est superposee ala phase de croissance active,
permettant 1’initiation rapide des primordia foliaires, ainsi que I’initiation et le début des
ramifications des 2 premiers primordia inflorescentiels. Ensuite, au cours de la seconde p€&iode,
le poids évolue plus lentement mais continue a augmenter alors que le nombre d’organe formé
diminue. Mais contrairement a ce que proposait Carolus, nous ne pouvons valider I’hypothése
que le degré d’organisation atteint par un bourgeon dépendrait davantage de la vitesse de
diffé&enciation des éauches que de la durée de son organogenése puisque les diffé&ences de
poids moyen observees entre les bourgeons N1, NO et N2 ne sont pas retrouvees en termes de
nombre moyen de Pl ou de PF. L hypothése de niveaux de ramification de PI variable entre les
bourgeons en fonction de la précocité du début de la phase d’initiation des PI est plutot

privil&ié& pour expliquer ces diffé&ences.
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I1l. Relations entre la chronologie d’apparition de formation des
primordia inflorescentiels dans les bourgeons au cours de leur

premi&re annee de déeloppement et le rendement

Le rendement d’un pied de vigne est souvent simplifié par la détermination du poids des
baies par pied qui correspond au produit du nombre de grappes par pied, du nombre de baies
par grappe et du poids moyen d’une baie (Galet, 1957). Parmi ces variables, le nombre maximal
de grappes est pr&léerminépar le nombre de Pl initi& dans les bourgeons latents, alors que le
degréde ramification des PI pourrait conditionner en partie la taille des grappes (Bessis, 1965 ;
Clingeleffer, 1984 ; Clingeleffer et Krstic, 2001).

Les ré&ultats pré&senté&s pré&eé&emment ont déerit les processus de constitution des
organes reproducteurs chez le Merlot &Bordeaux. Nous avons démontréque les mé&anismes
de diffé&enciation semblaient &re li& ala préocitédu millé&ime permettant la formation de
presque 3 Pl indiffé&enciés. Mais, si ace stade de notre travail, il est possible de caracté&iser les
étapes permettant 1’évaluation de la fertilité potentielle réelle des bourgeons latents, ¢’est-adire
le nombre de grappe potentielle, nous ne pouvons pas caracté&iser le degréde ramification qui

impactera sur le poids de la grappe.

La troisieme partie de ce chapitre a donc pour objectif de relier la fertilit€potentielle
reelle avec le rendement final, en tenant compte du nombre de grappes pr&ormees et du niveau

de ramification de ces grappes.
I11.1. Réultats

Le nombre moyen d’inflorescences par rameau est pré&sentéFigure 40A. Le comptage
effectuéau stade «bouton floral >>pour chaque mill&ime donne une indication de la fertilité
potentielle apparente qui traduit le nombre de Pl ayant subi une diffé&enciation suffisante pour
se développer apres le débourrement. Quel que soit le mill&ime, le nombre moyen de grappes
ayant atteint le stade floraison est toujours infé&ieur au nombre de primordia inflorescentiels
compté dans les bourgeons au stade bourgeon d’hiver. En effet, le nombre de grappes varie de
1,68 en 2017 al,91 en 2016 et ne présente pas de difféence significative entre les mill&imes
alors que le nombre de PI diffé&enciés au stade 159JAD é&ait au minimum de 2. Ainsi la fertilité
potentielle apparente est toujours inf&ieure ala fertilit€potentielle réelle. Notons tout de méne
qu’en 2017, il existe une variabilité importante entre les souches, surement due a 1’épisode de

gel du 27 Avril 2017 qui a pu déruire certaines jeunes grappes méme si nos pieds repéres
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Figure 41 : Réartition des grappes (%) en fonction de leur volume pour les 3 mill&imes éudiés.

A Mm2016 & 2017 B 600

> N b

& 20 a £

£ a ? a & 500

— 2 ()

. d B b

3 o 400

a Qo

g 15 EE 25

g 530 2 abd

a °T 2

I 1 L c

o v 200

= )

i £

T 05

@ GEJ 100

2 =

§ o N 0

= NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2
Rang du bourgeon 2016 2017

Figure 42 : Estimation (A) du nombre moyen d’inflorescences a la floraison et (B) du volume moyen des
grappes au stade «fermeture de grappe >par rameaux issus des 3 types de bourgeons en 2016 et 2017.
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pour chaque histogramme indiquent les difféences significatives entre les groupes de moyennes (p<0,05) selon le test de
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ne préentaient pas de dégas visibles. Ces réultats confirment que le 3%" Pl non ou mal
diffé&enciéne poursuit pas son déeloppement de maniee suffisante lors des phases de post
dormance ou prédéourrement pour produire une inflorescence capable d’aller jusqu’au stade

floraison toutes les annéss.

Le niveau de ramification, donc de différenciation des PI, a été évalué par I’estimation
du volume des grappes au stade fermeture de grappe (Figure 40B). En effet, on peut supposer
qu’il existe une relation entre le nombre de ramifications préformees et le volume des grappes.
Ainsi les grappes de 2016 sont largement plus volumineuses qu’en 2015 et 2017, traduisant un
nombre de ramifications plus important. Ce constat peut &re reli€ aux observations des
bourgeons en 2015 dont les phases d’initiation et de ramifications avaient été plus pré&oces et

plus longues qu’en 2014 et 2016.

L’approche globale et I’estimation moyenne du volume des grappes traduit n@nmoins
des exarts types importants. Afin de confirmer ces réultats, nous avons desidéde classifier les
types de grappes en fonction de leur volume. Quatre classes ont &&d€&finies arbitrairement :
trés grosse grappe (> 600 cm?), grosse grappe (200 — 600 cm?), grappe moyenne (50 — 200 cm?),
petite grappe (< 50 cm®). La Figure 41 montre la répartition des classes exprimé en
pourcentage pour les trois millésimes. Ce mode d’expression montre dans un premier temps,
que la répartition des classes varie d’un millésime a 1’autre. 2016 est le seul millésime qui
préente des grappes classées dans la catéorie «trés grosse grappe »et est le mill&ime qui
pré&sente aussi le plus de petites grappes (30,94%). Notons &jalement que méne si le volume
moyen par grappe est comparable entre 2015 et 2017, 2017 pré&ente plus 10% de grosses
grappes par rapport 22015. Ainsi, apartir de ces deux constatations, il semblerait qu’en 2015
les phases de diffé&enciation des PI aient permis pour prés de 14% des Pl de mieux se
diffé&encier conduisant, en 2016, ala production de grosses grappes alors que le nombre total
de grappes est similaire aux autres années (Figure 40A). Ces résultats laissent donc entrevoir
des possibilité de fonctionnement diffé&ent selon les années et les bourgeons, déendant plus

de I’importance des processus de ramification que d’initiation.

Les observations microscopiques de 2014 et 2015 ont démontré 1’existence d’un rythme
de fonctionnement différent selon le type du bourgeon. Afin d’essayer d’illustrer cet impact sur
la fertilité potentielle réelle et la fertilité potentielle apparente, 1’estimation du rendement a été

ralisé séparément en 2016 et 2017, pour les bourgeons NO, N1 et N2 (Figure 42A).

Les ré&ultats confirment ceux obtenus avec les mesures sans diffé&enciation des

bourgeons. Le nombre d’inflorescence par rameau issu des bourgeons NO, N1 ou N2 est
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toujours infé&ieur au nombre de Pl diffé&encié observés dans les bourgeons au stade 159JAD
I’année précédente. En 2016, le nombre moyen d’inflorescences par rameau varie de 1,86 pour
les rameaux issus des bourgeons N2 et 2 pour rameaux issus des bourgeons N1, sans diff&ences
significatives entre les trois types de bourgeons. En 2017, le nombre moyen semble plus faible
qu’en 2016. Il varie de 1,57 pour les rameaux issus des bourgeons NO &1,89 pour les rameaux
issus bourgeons N2, avec comme pré&é&lemment une variabilitéplus importante en 2017 en
raison du gel de printemps. Nos ré&ultats ne permettent pas statistiquement de démontrer une
diffé&ence entre les années et les types de bourgeons, mais nous observons gque le nombre moyen
d’inflorescences portées par des rameaux issus de bourgeons NO a tendance a @re infé&ieur a

ceux des rameaux issus de bourgeons N1 et N2 (Figure 42A).

Si le volume moyen estimépar grappe ne pré&entait pas de diffé&ence significative
lorsque 1’on considére 1I’ensemble des 3 types de bourgeons sans distinction (Figure10B), des
variations significatives apparaissent lorsque I’on considere séparément chaque type de

bourgeons (Figure 11B).

Ainsi, pour les deux millé&imes éudiés, il apparait que les grappes déreloppées sur des
rameaux issus de bourgeons N1 et N2 sont toujours plus volumineuses que les grappes portés
par les rameaux issus de bourgeons NO. Ce phé&omene est particuli&ement marquéen 2016.
Quand on regarde le pourcentage de répartition des grappes en fonction de leur volume (Figure
43), on constate que pour ces rameaux issus de N1 et N2, ces forts volumes de grappes sont

directement liés aux pourcentages éevés de grosses (200-600 cm?) atrés grosses (> 600 cm?)
grappes.

111.2. Discussion

Les grandes fluctuations du rendement de la vigne ont &€& rapportées dans de
nombreuses €tudes. Elles peuvent varier d’au moins 15%, mais plus fréquemment de 35%
(Bessis, 1965 ; Clingeleffer, 1984 ; Clingeleffer et Krstic, 2001 ; Bramley et Hamilton, 2004 ;
Bramley, 2005 ; Hall et al., 2011 ; Guilpart et al., 2014). Dans cette éude, pendant trois

mill&imes conseésutifs, de trés grandes variations du rendement ont é&eaussi constatees.

La fertilitédes bourgeons en termes de nombre moyen de Pl initié ne semble pas varier
de maniere significative entre les millé&imes. Le nombre moyen d’inflorescences par rameau
ne dévasse jamais 2 pour les trois millé&imes et ceci quel que soit le type de bourgeon, alors
gue le comptage du nombre moyen des Pl montre que la fertilit€épotentielle réelle peut atteindre
2,8. Ceci suppose donc que dans la plupart des cas, le troisiéne PI, qui est souvent peu
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diffé&enci€ deviendrait une vrille comme 1’ont déja démontré Carolus (1970), Alsaidi (1975),
Srinivasan et Mullins (1979) ou Boss et Thomas (2000).

De plus, selon les donnés communiquées au sein de notre €guipe, le poids des 100 baies
ne pré&ente pas de diffé&ences significatives entre 2015 et 2016 (170 g pour 2015 et 183 g pour
2016). Les variations de rendement ne seraient donc pas dues au nombre de grappes, ni du poids
des baies, mais plut&@ au volume des grappes. Ainsi, les diffé&ences de rythme et de capacité
de ramification des Pl seraient le premier facteur modulant le rendement pour les
bourgeons de la base du rameau. Cette hypothése est &ayeée par les observations
microscopiques de 2014 et 2015 corréées aux estimations de nombre et de volume moyen de
grappes en 2015 et 2016. Ces estimations de rendement preeoce éant elles-ménes confortees
par les rendements agronomiques reels plus importants de la parcelle en 2016 qu’en 2015 : 41
hL-hal en 2015 et 72 hL-ha™ en 2016 (données ch&eau). Ces variations de rendement peuvent
donc étre reliées au pourcentage important de tres grosses grappes de 2016, résultat d’une phase
de ramification intense des Pl formé& dans les bourgeons primaires en 2015. On observe
&jalement cette année-13 un pourcentage de petites grappes plus important que les deux autres
années, pouvant &re relié ala temp&ature moyenne du mill&ime 2015 plus deveé, asa
préocitéet asa duré de phase plus longue permettant au 3™ Pl de commencer ase ramifier.
En effet, Watt et al. (2010) ont montréque sous climat chaud, le processus de ramification des
Pl &ait beaucoup plus important que celui observésous climat froid. Sachant que le degréde
ramification des Pl déermine si un primordium reproducteur &olue en vrille ou en
inflorescence (Mullins et al., 1992 ; Watt et al., 2008 ; Crane et al., 2012), on peut supposer
que le devenir des troisienes Pl déend de leur degréde ramification lui-mé&ne fortement
dépendant de la tempé&ature. Le rythme d’organisation du bourgeon entre les différents
plastochromes éant fixe (Pouget, 1966 ; Carolus, 1970), la précocité de I’initiation du 1°

Pl semble donc essentielle ala complexification de ramification.

Nos résultats montrent également dans cette partie, qu’il existe une différence de
rendement entre les rameaux issus de bourgeons NO, N1 et N2. Les rameaux issus des
bourgeons NO ayant un rendement plus faible que ceux issus des bourgeons N1 et N2 pendant
deux millé&imes conseeutifs. Ces observations avaient dga&ér&lisés par divers auteurs
(Bessis, 1965 ; Carolus, 1970 ; Srinivasan et Mullins, 1981a) qui décrivaient sans I’expliquer,
le fait que les nceuds NO sans organe oppositifolié étaient plus faibles que les noeuds situés au-
dessus et ayant un organe oppositifolié Pour la premiée fois, nous montrons que cette
diffé&ence ne semble pas &re due ala fertilitépotentielle des bourgeons traduite en nombre
moyen des PI formé&s, mais pourrait &re liée ala capacitéde diffé&enciation des Pl ou au rythme

des séguences de formation des difféents primordia dans le bourgeon. En effet, nous avons
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démontré que ces bourgeons avaient I’augmentation de poids la plus rapide et la plus importante,
et qu’ils produisaient plus précocement le premier primordium alors que le nombre final de PI

éait comparable aux autres. Se pose a ce stade du manuscrit la question du role de 1’organe

oppositifoliédans le contrde du fonctionnement des bourgeons. Chez la vigne, alors que de

nombreux auteurs ont montré& via des pratiques d’effeuillage, le role de la feuille axillaire sur

le développement du bourgeon, aucuns travails ne portent sur le réle de I’inflorescence ou de

la grappe. Par contre, chez de nombreux véé&aux afeuilles opposées, la notion de pré&énce

des feuilles a &é&clairement éablie dans le contrde du déreloppement du bourgeon et, gréae a
la présence ou a I’absence d'un c6té et/ou de I'autre d’une des deux feuilles, 1'un des bourgeons

domine l'autre avec modulation du fonctionnement de ses mé&istémes (Champagnat, 1969). On

peut alors supposer, a I’'image de la feuille opposée, que la présence d’un organe comme la

grappe sur les nceuds N1 et N2 pourrait impacter le déseloppement des bourgeons axillaires.

Cette hypothese est confortée par la mise en &idence des phénomenes rythmiques et la taille

diffé&ente des entre-cceurs en fonction de la position du bourgeon anticip&(les entre-cceurs les

plus longs éant toujours ceux issus de prompt-bourgeons situés sur les nceuds NO) (Bouard,

1966). La formation de ce nouvel organe axillaire au bourgeon latent pourrait &re concurrentiel

vis-avis des assimilats, et induire des eguilibres sources-puits diffé&entes dans les bourgeons

NO par rapport aux bourgeons N1 et N2.
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IVV. Discussion générale et conclusion

Ce premier chapitre avait pour objectif de caractéiser les premiéres phases du cycle de
développement des bourgeons latents de Merlot &aBordeaux afin de :

- déinir des stades clés sur lesquels nous pourrions nous baser pour éudier les facteurs
impliqués dans la régulation de la construction du rendement,

- déinir des critéres morphologiques et anatomiques facilement déectables par le
viticulteur pour caractériser le stade d’avancement du développement du bourgeon,

- réviser, aprés 40 ans, le rythme d’apparition des différents organes préformés du Merlot
aBordeaux dans un contexte de modifications climatiques et de pratiques culturales,

- relier les phases clé& de formation des primordia inflorescentiels ala fertilit€et au
rendement.

Nos observations, realiseées au cours de trois mill&imes (2014, 2015, 2016), ont d’abord
permis de vérifier les stades clés définis dans la littérature pour les phases d’initiation, de
diffé&enciation et de ramification des primordia inflorescentiels (Bessis, 1965 ; Carolus, 1970 ;
Alsaidi, 1975 ; Srinivasan et Mullins, 1976 ; Williams, 2000 ; Keller, 2009). Gr&e aune
approche morphologique et anatomique, nous avons pu dé€finir 6 dates clé qui correspondent
ades éapes majeures de formation des primordia et qu’il est possible de relier aux stades déja
définis par Carolus en 1970, mais avec des désalages de temporalitéattribué principalement &
I’évolution climatique. En effet, les modifications de climat subies depuis plusieurs décennies
dans la région bordelaise ont entrainé une modification du rythme de I’initiation et de la
ramification des PI par rapport &ce qui avait é&écaract&isédans les anné&s 1970 par Carolus.
Actuellement, I’initiation commence plus tot (avant 35JAD) et I’arrét de la différenciation des
Pl est plus tardif (aprés 118JAD), alors que dans les annéss 70, ’initiation et la ramification
des PI n’étaient observées que 6 semaines apres débourrement, et étaient considérées terminées
au stade L ce qui correspond au 103JAD dans notre éude. Ainsi, nous observons un
rallongement de la durée globale des phases d’initiation, de diffé&enciation et de ramification
des PI. Ce processus semble &re éroitement li€aux conditions climatiques plus chaudes en fin
d’hiver et pendant la p&iode de développement veégéatif que dans les années 1970. Selon
Garc B de Cort&ar-Atauri et al. (2010), I’augmentation de la tempé&ature entre janvier et avril
peut avancer la date de débourrement de la vigne mé@ne si la levée de dormance semble &re
retardée en cas d’un hiver doux. Ainsi, avec le déourrement plus pré&oce constatéen moyenne

8 jours plus t& que dans les annés 1970, les processus cellulaires seraient initiés plus
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pré&ocement. De plus, selon Cheema et al. (1996) I’initiation précoce d’anlage dans la saison
pourrait entramer une ramification pré&oce des bras. Ainsi, cette pré&ocitéde déourrement
associee ades tempéatures de dédbut de printemps douces serait a 1’origine des décalages
observés : 15 jours plus t& pour la formation du premier anlage et 8 jours plus t& pour les
premié&es ramifications. De plus, il a @émontréchez plusieurs espeees de plantes ligneuses
que I’induction de la dormance profonde nécessitait des basses tempé&atures en fin d’automne
(Li et al., 2003 ; Heide et Prestrud, 2005 ; Svendsen et al., 2007), or depuis deux dé&sennie les
températures de fin d’automne sont de moins en moins froides a Bordeaux (Jones et Davis,

2000 ; www.bordeauxraisins.fr). De plus, Watt et al. (2010) ont éjalement montréque sous

climat chaud, le processus de ramification des Pl éait beaucoup plus important que celui
observeésous climat froid. Sachant que le degréde ramification des Pl déermine un primordium
reproducteur &oluant en vrille ou en inflorescence (Mullins et al., 1992 ; Watt et al., 2008 ;
Crane et al., 2012), on peut supposer que le devenir des troisienes Pl dépend de leur degréde
ramification lui-mé&ne fortement dépendant de la tempé&ature. En effet, Li et al. (2003) ont
montréchez le bouleau (Betula pubescens et Betula pendula) qu’une augmentation de 4°C
pouvait retarder la cessation de la croissance et I’induction de la dormance profonde des
bourgeons, ce qui laisse supposer qu’avec 1’augmentation de la température moyenne en
automne, 1’activité cellulaire des piées primordiales ne s’arrétait pas totalement en raison
d’une entrée en dormance plus tardive, et que la diffé&enciation des Pl formées pourrait alors
continuer lentement plus tard dans la saison. Cette hypothése rejoint les observations de Jones
et al. (2009) qui explique que les mitoses continuent plus tardivement dans les bourgeons latents

de vigne cultivéss en zones ahiver tempé&équ’en zones a hiver froid.

Ainsi, les conditions climatiques actuelles avancent et rallongent les phases
d’induction, d’initiation et de différenciation inflorescentielle pour le Merlot a Bordeaux par
rapport aux annees 1970 en (1) favorisant une initiation plus préoce du premier anlage
permettant la formation d’un 3™ Pl |&@é&ement ramifiéet (2) rallongeant la p&iode de
diffé&enciation des inflorescences qui, plus tardive peut assurer la formation de grappes

mieux ramifiées.

Pour la premiee fois, une cinéique des phases de formation des primordia
inflorescentiels en lien avec le poids des bourgeons et les processus cellulaires a pu &re &ablie.
Ainsi, au cours du processus de formation des bourgeons lors de la premi&e année, deux phases

critiques ont &épour la premiére fois identifiés pour le Merlot :
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- une phase d’organogenese entre 35JAD et 88JAD, permettant I’initiation des deux
premiers Pl et la ramification du premier Pl

- une phase d’ontogenése de 88JAD jusqu’a 118JAD avec ramification du deuxiéme PI

et initiation d’un troisieme PI qui peut selon les millésimes donner une grappe 1’année

suivante.

Le comptage des grappes en N+1 et leur répartition par categories de taille ont vé&ifié
notre hypothese sur 3 millésimes successifs. Pour les trois millésimes étudiés, il s’est avéré que
le nombre de PI estimédans les bourgeons éait toujours sup&ieur a2 Pl par bourgeon. Mais
ce nombre éait toujours plus important que le nombre d’inflorescences comptéau moment de
la floraison qui éait en géné&al infé&ieur &2, ce qui ne rend pas possible une estimation préoce
du rendement par la seule évaluation de la fertilit€potentielle exprimée en nombre de futures
grappes. Par contre, les variations de rendement évalué&apartir du volume des grappes semblent
ére reliées ala pré&ocité du début de la phase de ramification du premier primordia
inflorescentiel. Cette préeocitéstimulerait alors la diff&enciation du 3°™ PI devenant alors une
grappe. Ces observations corroborent 1’hypothése de Cheema et al. (1996) qui explique que
I’initiation précoce d’anlage dans la saison pourrait entramer une ramification préoce des bras.
Selon Jones et al. (2009) et Watt et al. (2010), I’intensité et la durée de la phase d’induction
inflorescentielle permettraient, en lien avec la tempé&ature, une plus grande ramification des PI.
Ainsi, 2015 qui a &éune anné pré&oce, chaude, sans contrainte hydrique marqué et avec un
cycle veéatif long aurait permis un début de diffé&enciation des mé&isténes pre&oce au
printemps, favorisant ainsi la formation de grosses grappes au niveau des premiers PI et d’une

troisiéme grappe, augmentant ainsi significativement le rendement en 2016.

Nos travaux confortent I’hypothése de Guilpart et al. (2014) qui avait proposéque la
composante du rendement pouvait s’élaborer sur une période plus ou moins longue, et divisé

en deux phases :

- une premiée phase de déermination de la valeur maximale de la composante du
rendement qui correspondrait, pour nous, a la phase d’initiation des primordia,
- une seconde phase de ré&lisation totale ou partielle de ce maximum qui correspondrait

ala p&iode de ramification des primordia.

Pour Guilpart et al. (2014), chacune de ces phases peut &re affectée par des facteurs
limitants, «si la phase d'@aboration du maximum n'est réluite par aucun facteur limitant, la

composante peut alors atteindre son potentiel déerminégéné&iquement. A l'inverse,
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I'occurrence d'un facteur limitant durant la phase de déermination du maximum limite la valeur
finale que pourra atteindre la composante >»» Dans notre cas, pour les trois annés éudiéss,
aucun facteur limitant ne semble avoir impactéla premiee phase assurant ainsi le potentiel
maximum d’inflorescence (3PI et 2 inflorescences). Par contre, les conditions climatiques du
millé&ime 2015, plus favorables aux meésanismes de division et grandissement cellulaire,
auraient permis de produire des ramifications plus t& et plus longtemps, assurant ainsi le
rendement plus deveéen 2016. La p&iode critique de dé&ermination de la composante maximum
définie par Guilpart et al. (2014) entre 400 et 700<Cj est confirmé& par nos observations qui
définissent la p&iode comprise entre 60 et 88JAD comme éant la p&iode clépermettant au

bourgeon de basculer d’une phase d’initiation des primordia vers une phase de ramification.

Ainsi, nous avons pu relier d’une part le nombre de PI a la précocité de I’initiation
du premier PI, et d’autre part le rendement de I’année suivante a la capacité de ramification
du premier Pl durant la fin de la premiére phase de croissance active des primordia et ala
duré de la seconde phase de croissance lente des primordia. La p&iode remarquable, et
potentiellement critique, se situe entre 60 et 88JAD pour des sommes de tempé&ature
journaliéres similaires acelles dérites par Guilpart et al. (2014) et comprises entre 400 et
700<Cj aprés débourrement.

Enfin, nos travaux ont d@nontrégue le type de bourgeons de la base du rameau en lien
avec la présence d’organe oppositifolié (grappe) n’avait pas d’impact sur le nombre de PI mais
par contre pouvait moduler la capacitéde ramification des Pl formés. Ainsi, le rythme des
phases d’initiation et la capacité de ramification des primordia inflorescentiels pourraient €tre
régulés par la présence ou I’absence de 1’organe oppositifolié. Il s’est avéré que le rendement
final des rameaux issus de bourgeons NO éait toujours infé&ieur acelui des rameaux issus de
bourgeons N1 et N2. A notre connaissance, nous sommes les premiers arapporter ces
observations. Jacques Bouard (1966), par ces travaux sur la rythmicité& avait montréde
nombreuses diff&ences anatomiques et physiologiques entre les 3 types de bourgeon (&aisseur
du diaphragme, taille de la préfeuille du bourgeon latent, taille et longueur de 1’entre-coeur
issus du prompt-bourgeon) laissant donc supposer une ré&yulation diffé&ente des méanismes
cellulaires entre les types de bourgeon, mais rien ne se rapportait aux grappes portees par les
rameaux issus de ces bourgeons. De méne, les travaux de Bessis (1965) sur la fertilitédes

bourgeons ne rapportent que les diffé&ences de fertilitédes bourgeons en fonction de leur rang
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Tableau XV : Correspondances morphologiques et ontogéniques des bourgeons éudiés par rapport aux
stades definis par Carolus (1970) et ala classification BBCH.

D N . Stades de Stades déinis Stades repéres
ates post Caracté&es morphologiques . 3 .
dévourrement  visibles et &olution poids développement des par Carolus phéologique selon
organes internes (1970) BBCH
Bo_urgeon antl_c!pe 19 anlage adeux 2014 : -
uniquement visible avec Y
une pointe rose bras visible 2015 : Bouton
er pa -~
35JAD Bourgeon latent enrobé formant le 1°" PI Stade F floraux séparés (57)
. Environ 10 PF
par la prefeuille du formés 2016 : Bouton floral
W bourgeon anticipé aggloméé& (57)
L
Z Bourgeon latent visible, Ramification 2014 : -
o en de forme triangulaire secondaire du 1*'
O Zai .
2 | eojap  avec <ailles vertes P« StadeG-l 2015 nouaison (71)
< fermees Formation du 2
8 Forte augmentation du anla%neeé ’origine 2016 : début
O poids du 2% Pl floraison (61)
Bourgeon latent ados Poursuite de ) .
bombé& vert avec deux ramification du 1% 2014 : nouaison (71)
ggjap  ailles legaement PL Stade K 2015 : petis pois
&artess Ramification du (75)
Poursuite de 2°" Pl
I’augmentation du poids 2016 : nouaison (71)
Finde 2014 : petit pois
ramification du 1* (75)
Brunissement des €ailles Pl . 2015 : fermeture de
Ralentissement de Pour§qlte_ rappe (77)
W 103JAD . . . Ramification du Stade J-K _9raPP
W l'augmentation du poids oée py
L Poids maximum atteint Eormation du 3™ 2016 : petit pois
"('DJ anlage a I’origine (75)
IQ du 3°™ PI
g Brunissement des éeailles iors Pl bi 2014 : fermeture de
Début de déssechement premiers 1en grappe (77)
du bourgeon et fermeture ramifies 2015 : mi-vé&aison
118JAD by Début de - '
des deux &ailles iFication d (83)
Poids stable ou ramification du
P ¢ deeroissant 3% PI 2016 : déut
@é&ement dé&roissan véaison (81)
L) Bourgeon de couleur 2014 : re&eolte (89)
O . -
Z brune dé&shydraté Stade final
<§‘: 159JAD Ecail[es lignifiees et dormance Stade L 2015 ré&olte (89)
o fermés
Q Poids déeroissant 2016 : récolte (89)




d’insertion le long du rameau, et non en fonction de la présence d’un organe oppositifolié Nos
résultats démontrent tout de mé&ne que si le bourgeon NO ne pré&ente pas un nombre infé&ieur
de PI par rapport aux deux autres, les primordia inflorescentiels qu'il va former produisent les
grappes plus petites. Les meéanismes ré&yulant ces diffé&ences sont donc actuellement inconnus
chez la vigne. Le role de la présence ou de I’absence de I’organe oppositifolié n’a pas été établi.
Il pourrait &re rapprochéde celui &abli dans le cas de la pré&énce des feuilles chez les plantes
afeuilles opposees (Champagnat, 1969) ou de mesanismes de concurrence vis-avis des
assimilats, comme déja décrit dans le cadre de travaux sur 1’effeuillage (Fournioux et Bessis,
1984). De plus, selon Bouard (1966), les prompt-bourgeons situés sur les nceuds NO auraient
une capacitéde croissance plus importantes que les promt-bourgeons des nceuds N1 et N2 et
produiraient plus rapidement des entre-cceurs plus vigoureux. Plus réeemment, Louarn (2005)
et Pallas et al., (2008) ont aussi confirméque les entre-cceurs issus des bourgeons NO étaient
plus longs et avaient une vitesse de croissance plus rapide que ceux des N1 et N2, ce qui serait
dGaune force «puits » plus importante du NO en raison de I’absence d’organes oppositifoliés.
On peut alors é@mettre I’hypothése qu’il se produirait au moment de la sortie de I’entre-cceur,
une concurrence accrue qui limiterait alors la phase de ramification des primordia infloresciels.
Les entre-cceurs des bourgeons anticipés NO étant plus vigoureux que ceux des bourgeons

anticipés N1 et N2, leur force de puits serait alors plus forte, ce qui ré&luirait la taille des futures
grappes.
Ainsi, nous avons pu démontrer qu’il existait des différences de niveau de

ramification des primordia inflorescentiels selon le type de bourgeon, et envisager une

interaction possible entre le bourgeon et les autres organes insérés au niveau du nceud.

Dans ce chapitre nous avons mis en €idence que le rythme de formation des
organes dans les bourgeons latents de Merlot avait éoluédepuis 40 ans aBordeaux en
raison de ’augmentation des températures moyennes. Ce rythme est maintenant plus
preésoce et plus long, permettant ainsi une augmentation potentielle de la fertilitéet du

rendement en condition hydrique non limitante.

En raison de ces modifications climatiques, les repé&res phénologiques de la plante
entiere, jusque-lautilisé&s pour caractériser les éapes de déeloppement du bourgeon, ne
semblent plus en adéjuation avec les phases de déeloppement des organes du bourgeon.
Une nouvelle description des phases est proposée avec une période d’ontogénese et une

p&iode d’organogeneése (Tableau XV).

Nos travaux ont éjalement permis de dénontrer que le rendement (et les variations

de rendement) &ait, pour le Merlot &Bordeaux, plus li€aux phases de ramification
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des primordia inflorescentiels qu’a la phase d’initiation. Ces phénomenes expliquent en
partie les diffé&ences de rendements entre mill&imes et entre types de bourgeons (NO, N1
et N2).

A Bordeaux, dans le cadre des tailles courtes et de mill&imes non limitants d’un
point de vu thermique et hydrique, la fertilitépotentielle r&lle définie par le nombre de
primordia inflorecentiels n’est pas un indicateur pertinent pour évaluer le rendement en
raison du nombre de PI formé supérieur a 2. Par contre, la précocité de initiation du

premier PI semble étre un facteur déterminant pour I’évaluation de la taille des grappes.

L’ensemble de ces premicres données pose maintenant la question des modes de
regulation de ces meeanismes au niveau du bourgeon lui-méme, mais &jalement entre les

bourgeons.

Le chapitre suivant se propose donc, par une éude intégrative combinant des approches
moléculaires, hormonales et biochimiques, d’apporter quelques éléments pour mieux
comprendre les mécanismes de régulation de D’initiation, de la différenciation et de la

ramification des Pl dans les bourgeons latents en lien avec le rendement final.
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CHAPITRE 4

Etude des mécanismes de régulation des

phases d’initiation, différenciation et
ramification des primordia inflorescentiels
du bourgeon latent de vigne : approche
moléculaire, biochimique et hormonale




Le mécanisme de régulation de I’initiation, la différenciation et la ramification des Pl
dans les bourgeons latents reste encore peu connu aujourd’hui. Bien que les recherches sur la
fertilitédes bourgeons latents et le rendement de la vigne soient reprises depuis une dizaine
d’années, les études moléculaires, biochimiques et hormonales consacreées ala compréhension

du déerminisme de la fertilitédes bourgeons en lien avec le rendement sont rares.

L’objectif de ce chapitre est donc, dans un premier temps, d’étudier 1’évolution de
certains génes, marqueurs biochimiques et hormonaux au cours de la premiée anné& du
développement du bourgeon de maniere indéendante puis, dans un second temps de les relier
entre eux pour émettre des hypothéses de schéna de compréhnension.

I.  Approche molé&ulaire : &ude de 6 genes candidats au cours
de I’évolution des bourgeons latents de vigne lors de leur premiéere

anné de formation

Les analyses des réseaux de ré&ulation molé&ulaire des bourgeons latents sont encore
essentiellement basées sur 1’identification des orthologues des génes d’Arabidopsis thaliana
(Boss et al., 2003 ; Calonje et al., 2004 ; Krizek et Fletcher, 2005 ; Carmona et al., 2007). En
2012, Diaz-Riquelme et al. ont identifiépar microarray quelques familles de génes présentant
différents profils d’évolution dans les bourgeons latents au cours de leur cycle de
développement. Mais leurs fonctions biologiques dans cet organe restent mal connues voire
inconnues. N&nmoins, certaines familles sont mieux connues car impliqués géné&alement
dans la ré&ulation des processus de floraison ou de meéisténisation. En raison de la
correspondance chronologique des phases de méisténisation et de floraison, aux phases
d’initiation et de différenciation des primordia inflorescentiels, nous avons choisi de nous
int&esser plus particulieeement a6 geénes, tous connus dans ces processus floraux. Il s’agit donc
de:

- WCLE25-1

- WCLE-TDIF

- WLIL

- VWMADS8

- WTFL1la
- VWMFT1

I.1.  Genes impliqués dans la régulation de P’initiation au niveau des méristemes

Dans cette approche «geénes candidats > parmi les 6 génes choisis 3 participent au
maintien des structures méristématiques. Il s’agit de VVCLE25-1, VVCLE-TDIF et VVL1L.
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1.L1.1. Gene VVCLE25-1

VVCLE25-1 est un géne de la famille des genes CLAVATA (CLV). Les génes CLV ont
éceidentifiés pour la premiee fois chez Arabidopsis thaliana (Pearce et al., 1991). lls sont
aujourd’hui identifiés chez plus de 40 espeéces annuelles, ligneuses, monocotylédones,
dicotylédones et sont connus pour la plupart dans le contrdle de I’homéostasie cellulaire du
me&istame apical caulinaire (MAC). Plus ré&emment, plusieurs genes codant les proténes de
CLV3-like, dont VVCLE25-1 ont ééidentifiés dans diffé&ents organes de vigne, notamment
dans les bourgeons axillaires (Tominaga-Wada et al., 2013). Cependant, les fonctions
biologiques de ce gene chez la vigne, et particuliéement dans les bourgeons latents, ne sont

pas encore bien connues.

1.1.1.A. Ré&sultats

L’évolution et la comparaison des niveaux d’expression du géne VVCLE25-1 pour les

trois annees et pour les trois types de bourgeons sont résumees (Figures 44A, B et C).

Pour ce gene, le niveau d’accumulation des transcrits est assez variable sur les 3 plans
d’¢études considérés (évolution au cours des stades d’intérét, type de bourgeons, comparaison

des mill&imes).

Dans un premier temps, si I’on s’intéresse au niveau d’expression au sein des stades
d’intérét (Jours Apres Débourrement — JAD) nous constatons que le niveau d’expression le plus
important est retrouvéal59JAD et présente une surexpression (pres de 5 fois) par rapport au
stade contr@e (88JAD). Cette surexpression est conservee ace stade dans les 3 types de
bourgeons considéé& (NO, N1 et N2) mais avec des difféences de niveaux notables entre les
mill&imes. En effet, pour le mill&ime 2014, le niveau de transcrits de VVCLE25-1 est
significativement plus important dans le bourgeon N2 que pour NO et N1. En revanche, pour
les mill&imes 2015 et 2016, nous constatons un profil diffé&ent avec une surexpression
marquee dans les NO tandis que les bourgeons de type N1 et N2 présentent des niveaux

d’accumulation de transcrits similaires.

Si la surexpression de VVCLE25-1 est clairement observable et conservé au stade
159JAD, nous remarquons ici que les profils d’accumulation de transcrits varient selon les
millésimes. En effet, pour 2014, avant ce stade aucune différence d’expression significative
pour ce géne n’est retrouvée. Cette tendance semble similaire pour le mill&sime 2016. En
revanche pour le millésime 2015, I"accumulation des transcrits de VVCLE25-1 débute plus
preeocement (dés 103JAD) et est significativement diffé&ente, notamment pour les bourgeons
NO.
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Tableau XVI : Tableau statistique repré&entant la significativitédes diffé&ences entre les stades au cours de la premiée année du développement des
bourgeons latents pour 6 génes en 2014, 2015 et 2016 ; les lettres pour chaque ligne indiquent les difféences significatives entres les groupes des
moyennes (p<0,05) selon le test de Kruskal-Wallis.

VvCLEZ25-1 35JAD 60JAD 88JAD 103JAD 118JAD 159JAD
NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2
2014 abc abc ab de de ad f ef def bdg cg g
2015 abc abcd efg  abdef g efg defg abcd defg c adefg adef c eg abcdf c be bc
2016 abcde  abcd abde abde c acd acd acd acd abcd abcd abe abde cd be e be El
VVCLE-TDIF 35JAD 60JAD 88JAD 103JAD 118JAD 159JAD
NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2
2014 a ab ab cde ab abc C bc cd de de 2
2015 ab abcd  abcd abcde  cdef a bcde abc cde abc defg cdef  abcd g defg efg g fg
2016 a abcde  bed ae bd bcde ae ace ace ace ae bef  abcdef acde bd abcde bcde b
VvLIL 35JAD 60JAD 88JAD 103JAD 118JAD 159JAD
NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2
2014 ab ab ab ac b cd ef de f f cd de
2015 a a a abc abc ab bcde abcd cdef abed efgh efgh defg h gh defgh  defgh fgh
2016 abc  abcdef abcd adefg  adefe g g efg eg abcdf efgh efg  abdefg asbcdef  defg c bec bc
VvIMADSS 35JAD 60JAD 88JAD 103JAD 118JAD 159JAD
NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2
2014 ab ab a cd abe bef cde abf cef d cde cef
2015 a a bed a a bed bcde bcde bed abe a abe ae cd abce  abce bcde d
2016 abcde a abd abcd abcde abede  abedef  abedef abede  abecdef  abedef cef  abcdef bedef abc cdef ef f
VvTFL1a 35JAD 60JAD 88JAD 103JAD 118JAD 159JAD
NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2
2014 a a a be d ef de d bf g cg cg
2015 ab ab a bc bed ab de de cde def ef efg hi gh feh i hi hi
2016 ab a abcd a abc a cdefg bcde  bedef  defgh efgh efghi hij fehi ghij ij ij j
VVMFT1 35JAD 60JAD 88JAD 103JAD 118JAD 159JAD
NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2 NO N1 N2
2014 abc d ad abc abd d abc c ad abc bc c
2015 abcde afg aefg ef aefg bed bc abcdg bed abdg abcd adeg bed c efg ef f f

2016 abcd abc ac abcd  abcdef efg abcdefg  defg efg eg abdefg  defg  bdefg g abcdf c abcd abcdef




Finalement, un dernier point concernant 1’analyse en RT Q-PCR de ce genme est
remarquable entre les millé&imes. Si &159JAD la surexpression de VVCLE25-1 est clairement
établie, le niveau d’accumulation a ce stade différe notamment entre les millésimes 2014/2015
et le millé&ime 2016. En effet, cette surexpression est presque 2,5 fois plus importante pour ce

dernier mill&ime.
1.1.1.B. Discussion

Pour la premiére fois, VVCLE25-1 est éudi€édans les bourgeons latents au cours de leur
développement. Les réultats montrent que VVCLE25-1 est faiblement exprimé lors de
I’organogenése tandis que I’accumulation des transcrits est maximale lors de I’entrée en

prédormance.

L’émission d’une hypothése pouvant expliquer un tel profil et son role éventuel dans la
régulation de I’initiation et de la diffé&enciation des Pl du bourgeon chez la vigne reste
aujourd’hui compliquée en raison du manque de données bibliographiques pour cette espéee. Il
faut pour cela se baser sur les connaissances acquises chez d’autres espéces, notamment
Arabidopsis thaliana. Ainsi, il est connu que cette famille de génes est surtout localisé dans la
zone centrale du MAC (Clark et al., 1995 ; Lenhard et Laux, 2003) et 1’étude de mutants clv3
chez cette mé@ne espéee montre un @argissement des me¥istames apicaux caulinaires et floraux
produisant un nombre de feuilles et de fleurs plus deveéque dans le cas normal (Clark et al.,
1995). Des mesures d’activité mitotique dans les méristtmes mutants clv3 ont éjalement
montréune accumulation de cellules dans la zone centrale du MAC (Morot-Gaudry et al., 2017).
Au regard de la litt&ature, les génes CLV3 joueraient un rde dans la régulation et le contrde
du nombre de cellules du MAC, le contrde du développement ainsi que la ré&ulation de la
diffé&enciation cellulaire des mé&isténes apicaux et latéaux (Clark et al., 1995 ; Autran et Traas,
2001 ; Lenhard et Laux, 2003 ; Heidstra et Sabatini, 2014 ; Yang et Jiao, 2016 ; Morot-Gaudry
et al., 2017). Aussi, dans notre cas, I’expression faible de VVCLE25-1 durant le dédut du
cycle, ¢’est-2xdire au cours de I’organogenése, pourrait, comme dans les mutants clv3
d’Arabidopsi thalianas, favoriser la prolifé&ation des cellules dans le mé&istene apical et
les mé&istames des Pl, et ainsi augmenter leur taille et leur maintien dans le temps. La
surexpression de VVCLE25-1 au stade 159JAD jouerait un role dans I’activation de la
diffé&enciation cellulaire et dans le passage du mé&istane indéerminéau méristane
déermin€é et marquerait le déout de la transition des primordia inflorescentiels en

primordia floraux.
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1.L1.2. Gene VWCLE-TDIF

Le géne VVCLE-TDIF est aussi un gene de la famille des CLV3, identifiéen mé&ne temps
que VVCLE25-1 chez la vigne (Tominaga-Wada et al., 2013), mais aucune éude ace jour ne
permet d’établir son role exact dans les bourgeons latents de la vigne. Identifié chez d’autres
espeses comme le soja, le ricin, le lupin, la noix de cajou, il participe ala mise en place pré&oce
des mycorhizes en agissant comme signal sur la temporalitéde diffé&enciation cellulaire.

1.1.2.A. Ré&sultats

L’évolution et la comparaison des niveaux d’expression du géne VVCLE25-TDIF pour

les trois années et pour les trois types de bourgeons sont résumées (Figures 45A, B et C).

Concernant I’évolution du géne VVCLE-TDIF au cours des diffé&ents stades éudiés,
nous observons une tendance globale de diminution des niveaux de transcrits apartir de

103JAD, quel que soit le mill&ime consid&é

Cependant, pour les 3 millésimes étudiés, le niveau d’expression de VVCLE-TDIF est
2,5 fois plus important 2159JAD en 2016. A ce stade, au sein d’un millésime donné, peu de
variations sont retrouvees entre les rangs de bourgeons. Toutefois, les quelques variabilités
entre les types de bourgeons sont observees lors de la phase d’organogenése (35-60JAD) en
2016. En effet, nous constatons une surexpression de ce géne dans les bourgeons NO alors que
dans les bourgeons N1 et N2, ce géne semble sous exprimé. A contrario, en 2015, c’est dans

les bourgeons N2 que cette surexpression est retrouves.
1.1.2.B. Discussion

Les profils d’expression de VVCLE-TDIF dans cette éude sont diffé&ents de ceux
de VVCLE25-1. L’expression de VVCLE-TDIF est plus importante lors de ’organogenese,
alors que VVCLE25-1 est surexpriméau stade 159JAD. Ces observations laissent penser
qu’au contraire de VVCLE25-1 qui re&ulait plut@ negativement la proliféation et le
nombre de cellules du MAC, VVCLE-TDIF aurait un rde positif dans la prolifé&ation des
cellules du MAC aux stades précoces, donc favoriserait I’initiation des primordia.

En effet, VVCLE-TDIF code pour une proténe CLAVATA3/ESR(CLE)-related TDIF-
like, dont le nom du peptide TDIF (Tracheary element Differentiation Inhibitory Factor) traduit
sa fonction comme facteur d’inhibiteur de différenciation des cellules cambiales en intervenant
aussi dans la régulation de I’homéostasie cellulaire du MAC (Clark et al., 1997 ; Fletcher et al.,

1999 ; Ogawa et al., 2008). La surexpression du gene CLE-TDIF pourrait favoriser la
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prolifé&ation cellulaire des cambiums et des procambiums, et ainsi inhiber leur diffé&enciation
(Hirakawa et al., 2010). Chez Arabidopsis thaliana I’application des peptides CLE-TDIF
induirait I’initiation des bourgeons axillaires (Yaginuma et al., 2011) et en tant que peptide
mobile CLE-TDIF pourrait favoriser la division et le maintien des cellules, empé&hant alors la
diffé&enciation cellulaire (Hirakawa et al., 2008 ; Yaginuma et al., 2011 ; Leasure et He, 2012).
Il est admis que la formation d’un primordium a partir d’un méristeme caulinaire nécessite une
augmentation et un changement de 1’orientation des divisions cellulaires permettant la
formation d’un dome au niveau du méristéme et I’émergence d’un primordium (Morot-Gaudry
et al., 2017), ce qui pourrait confirmer notre hypothese sur le rde de VVCLE-TDIF dans

’initiation des PI.

1.L1.3. Géne VLIL

Le gene VWL1L (LEAFY-COTYLEDON 1-like) est un membre de la famille des génes
LEAFY-COTYLEDON impliqué dans le développement de 1’embryon. Le géne L1L a &é&
caract&isé dans de nombreuses plantes, telles que Arabidopsis thaliana, Brassica napus,
Helianthus annuuss, Helianthus tuberosus, Theobroma cacao ou Citrus sinensis (Kwong et al.,
2003 ; Alemanno et al., 2008 ; Chiappetta et al., 2009 ; Tan et al., 2011 ; Zhu et al., 2014). Il a
éémontréque le gene L1L pouvait jouer un rde important dans les cals embryogéniques, les
embryons somatiques et les grains immatures favorisant 1’¢longation cellulaire (Kwong et al.,
2003 ; Gaj et al., 2005 ; Chiappetta et al., 2009). Chez la vigne, peu d’études se sont focalisées
sur cette famille LEAFY-COTYLEDON, qui, achaque fois ont &é&effectués uniquement sur
des embryons somatiques (Schellenbaum et al., 2008 ; Maillot et al., 2009) dénontrant que
VWVLI1L était surexprimé aux stades précoces de I’embryogenéese, mais son role exact et son mode

de fonctionnement reste aéablir.
1.1.3.A. Ré&sultats

L’évolution et la comparaison des niveaux d’expression du géne VVL1L pour les trois

années et pour les trois types de bourgeons sont résumeées (Figures 46A, B et C).

Le gene VWLI1L, semble pré&enter des profils globalement similaires au cours de nos
différents stades d’intérét. En effet, au cours de la phase d’ontogen¢se (88-118JAD),
I’accumulation des transcrits de VVL1L diminue au cours du temps et ce pour chaque type de
bourgeon (NO, N1, N2) éudié Cette observation est valable pour chacun des mill&imes (2014,
2015 et 2016) consid&és.

En revanche lorsque I’on s’intéresse a la phase d’organogenése, 1’effet millésime semble

étre trés présent puisqu’en 2015, nous retrouvons une surexpression importante de VvL1L
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(3 fois plus que le contrde) dans chaque type de bourgeon analysé. Ce résultat n’est absolument
pas retrouvé lors de la phase d’organogenése du millésime 2016 puisqu’au stade 35JAD comme

a60JAD, VVL1L semble cette fois réprimeé
1.1.3.B. Discussion

Pour la premiere fois, le géne VVL1L a éééudiédans les bourgeons latents durant leur
développement en anné 1. Dans notre éude, VVL1L préente une pé&iode de surexpression
entre 35JAD et 60JAD, durant la phase d’initiation des anlagen, suivie par une p&iode
ou le niveau d’expression est plus faible jusqu’a 159JAD. Ces profils correspondent aceux
de VWLIL étudiés dans les cals et les embryons somatiques de la vigne, ou I’expression de
VVL1L est uniquement détectée pendant la phase d’induction et avant I’apparition des embryons
somatiques (Schellenbaum et al., 2008). Ainsi, nos réultats nous permettent de supposer
que VVL1L jouerait un réle important dans I’initiation des PI, et probablement aurait un
effet de ré&ulation positive sur I’induction et de P’initiation des anlagen. Cependant, en
I’état actuel, il est encore difficile d’aller plus loin dans l’interprétation de son mode de

fonctionnement.
1.2. Geénes impliqué dans la régulation de la transition florale

Dans cette approche «geénes candidats >3 sur les 6 génes choisis 3 participent ala
regulation de la transition florale. 1l s’agit ici de VWMADSS, VVTFL1a et VVMFT.

1.2.1. Geéne VVMADSS8

Le gene VVMADSS fait partie de la famille des genes MADS-box et est un homologue
d’un intégrateur floral, SOC1 (SUPPRESOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1)
d’Arabidopsis (Sreekantan et Thomas, 2006 ; Perez et al., 2011). Le rde du gene AtSOC1 est
assez bien connu. Il peut intervenir en tant qu’intégrateur floral pendant la floraison et dans le
contrde du timing de la déermination du me&istene floral (Onouchi et al., 2000 ; Moon et al.,
2003 ; Lee et Lee, 2010). Chez la vigne, les fonctions de VVMADS8 sont moins bien connues.
Certaines éudes supposent que ce gene pourrait jouer un r@e dans le déseloppement préeoce
des inflorescences (Sreekantan et Thomas, 2006 ; Almada et al., 2009 ; Diaz-Riquelme et al.,
2012).

1.2.1.A. Ré&sultats

L’évolution et la comparaison des niveaux d’expression du géne VVMADS8 pour les

trois années et pour les trois types de bourgeon sont résumeées (Figures 47A, B et C).
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Le comportement de ce géne dans notre contexte d’étude ne montre aucune diffé&ence
significative de comportement entre les types des bourgeons analysés. En revanche, comme
pour VVL1L, une accumulation des transcrits plus importante (1,5 fois plus que le t@nmoin) lors
des stades de la phase d’organogenése est observé. Ce profil, remarquépour la premiére fois en
2015, est retrouveé lors du mill&ime 2016. Lors du millé&ime 2015, la surexpression de
VVMADSS8 semble &re plus importante dans les bourgeons N1 et N2.

1.2.1.B. Discussion

Dans notre étude, I’expression du géne VVMADSS est déecté tres pré&ocement (a35
et 60JAD). Son niveau de transcrits est important entre 35JAD et 88JAD, ce qui
correspond a la phase d’organogenése des Pl identifié dans le chapitre pr&édent. Nos
résultats vont dans le sens de ceux d’Almada et al. (2009) et de Diaz-Riqueleme et al. (2012)
qui laissent supposer que VVMADSS8 pourrait jouer un rde dans la régulation positive de

Pinitiation et la différenciation des PI.

1.2.2. Geéne WTFL1a

Le gene VTFL1a est un homologue d’intégrateurs floraux de la famille des génes
FT/TFL1 d’Arabidopsis thaliana mais a aussi éécaract&iséchez la vigne (Joly et al., 2004 ;
Boss et al., 2006 ; Sreekantan et Thomas, 2006 ; Carmona et al., 2007 ; Crane et al., 2012 ;
Diaz-Riquelme et al., 2012). Le rde de VVTFL1 durant la floraison est relativement bien connu.
I1 est aujourd’hui défini comme le répresseur du développement floral et pourrait controler la
duré& de la floraison (Boss et al., 2006 ; Yao et al., 2010 ; Yang et al., 2011 ; Yao et al., 2012,
Crane et al., 2012).

1.2.2.A. Ré&sultats

Le profil d’évolution de ce géne dans notre contexte scientifique semble trés conserveé
(Figures 48A, B et C). Effectivement, le profil d’accumulation des transcrits de VVTFL1a est
identique quel que soit le type des bourgeons éudiés. De la m@&ne maniée, nous ne constatons
aucune différence d’évolution de I’expression de VVTFL1a en fonction des 3 mill&imes éudi&s
(2014, 2015, 2016). Ce profil d’évolution se caractérise ici par une diminution progressive du
niveau de transcrit au cours du temps. Si VVTFL1a est fortement exprimé&lors de la phase
d’organogenése (stade 35 a 88JAD), son expression décroit énormément lors de la phase
d’ontogenése pour arriver a un niveau quasi nul au moment de ’entrée en prédormance

(159JAD).

Si le fonctionnement de ce gene est remarquablement conservé d’un rang de bourgeon

al’autre et d’un millésime a I’autre, nous pouvons noter dans cette étude que le niveau
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d’accumulation des transcrits de VVTFL1a semble cependant presque 2 fois plus faible en 2016
qu’en 2015 (Figures 48B et 48C).

1.2.2.B. Discussion

Dans cette éude, le gane VVTFL1a est surexprimeétres t& entre 35JAD et 60 JAD
dans les bourgeons latents en 2015 et 2016. Nos réultats confortent ceux de Boss et al. (2006),
de Crane et al. (2012) et de Yao et al. (2012) qui ont démontré que VVTFL1a éait exprimét&
au niveau du mé&istame veégéatif apical dans les bourgeons. A partir de 60JAD, I’expression
de ce gene chute progressivement avant la fin de la phase d’initiation des deux premiers
P1, laissant penser qu’en précédant P’initiation des PI, sa surexpression pourrait étre un

signal dans le contréle de I’induction et de ’initiation des PI.

A partir de 60JAD, le niveau d’expression de VVTFL1a reste relativement faible, alors
que la différenciation des PI débute et s’intensifie. Plusieurs études au cours de la floraison chez
diverses espéees et notamment la vigne ont montrégue ce géne pouvait maintenir le mé&istame
apical indéterminé et retarder 1’acquisition de I’identité du méristéme floral dans le processus
de mise en fleurs (Weigel et al., 1992 ; Parcy et al., 2002 ; Boss et al., 2006 ; Sohn et al., 2007 ;
Crane et al., 2012). De ce fait, la diminution de I’expression de VVTFL1a aprés I’initiation
des PI pourrait favoriser le développement et la différenciation des PI, c’est-&dire la
ramification des mé&ristames inflorescentiels en favorisant I’acquisition de I’identité du

méristéme floral apreés la phase d’initiation.

1.2.3. Geéne VVWMFT1

Le gene MFT (Mother of FT ans TFL1) est connu depuis longtemps chez Arabidopsis
thaliana pour &re un homologue ala fois de FT et de TFL1 et a donc un rde certain dans les
diffé&entes &apes menant ala floraison (Bradley et al., 1997). Comme préeisédans le chapitre
bibliographique, il a @éretrouvéchez plusieurs espeéees et semble agir comme inducteur de la
floraison (Yoo et al., 2004).

1.2.3.A. Ré&sultats

Dans notre étude, le profil d’expression de ce gene est conservé suivant les millésimes
(Figures 49A, B et C). Il semble de mani&e inté&essante fonctionner sur deux temporalités. En
effet, aux stades 35 et 60JAD (phase d’organogenése), il semble surexprimé puis
I’accumulation des transcrits diminue de maniére significative au cours de la phase
d’ontogénese. Cette diminution ne semble pas conservée dans le temps puisqu’une nouvelle
accumulation des transcrits de VVMFT1 est retrouvee apartir de la fin de cette phase (118JAD).

Cette accumulation est fortement constaté lors de la phase d’entrée en dormance(159JAD).
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Si de maniee globale ce profil est retrouvé pour les diffé&ents mill&imes éudiés, nous
remarquons que les diffé&ents types de bourgeons ne préentent pas le méme profil d’expression.
Lors de la phase d’organogenése, nous observons que (i) a 35JAD : les bourgeons N1 et N2
présentent une surexpression de VVMFTL1 par rapport aNo, et (ii) 260JAD, dans le bourgeon
NO, VWMFT1 est cette fois surexprimépar rapport aN1 et N2. Cette observation est valable
pour les 2 mill&imes considé&é&s, asavoir 2015 et 2016. Lors de la phase d’entrée en dormance,
Iaencore les rangs des bourgeons semblent réondre diffé&emment. En effet, en 2015 si une
accumulation des transcrits est significativement observeg, elle semble suivre un gradient selon
le rang des bourgeons (NO<N1<NZ2). Toutefolis, si cette surexpression significative de VVMFT1
est retrouvée ace stade, le gradient, suivant le type des bourgeons, est cette fois inverséavec
NO>N1>N2.

1.2.3.B. Discussion

MFT appartient ala famille des genes FT/TFLL1 et est retrouvéchez de nombreuses
espeses veg&ales (Tao et al., 2014 ; Lietal., 2012 ; Iwata et al., 2012 ; Nishikawa et al., 2008 ;
Igasaki et al., 2008 ; Carmona et al., 2007). 1l est connu pour réguler le rythme de I’initiation
de la floraison et de la germination (Yoo et al., 2004 ; Xi et al., 2010 ; Iwata et al., 2012).

Dans notre é&ude, VVMFT1 préente un profil remarquable au cours du temps et est
conservéentre les mill&simes éudiés. 1l semble impacter les deux phases majeures de
Pinitiation, de la différenciation et de la ramification des PI : I’organogenese (35-88JAD)

et ’ontogenése (88-118JAD).

Dans la littéature, le fonctionnement de MFT est double puisqu’il s’agit a la fois d’un
homologue de FT (inducteur des processus de floraison) et de TFL1 (represseur des processus
de floraison) (Nakamura et al., 2011). R&emment, dans la majeure partie des espeees véyéales,
il semble que MFT oriente sa fonction positivement en faveur de I’induction florale (similaire
aFT) (Yoo et al., 2004 ; Iwata et al., 2012 ; Randoux et al., 2012). Nos résultats iraient dans
ce sens puisque 1’on retrouve une accumulation des transcrits de VVMFTL lors de la phase
d’organogenése (35-88JAD) puis au moment de I’entrée en dormance (159JAD), mais cette
accumulation décroit progressivement au cours de la phase d’ontogenése (88-118JAD). De
maniere int&essante, le comportement de VWMFT1 semble antagoniste & celui de
VWWTFL1a. Ce type de résultats a déja été retrouvé lors de 1’étude de Li et al. (2012) sur la
floraison de I’orchidée, qui émet I’hypotheése qu’une plus forte expression de DNMFT dans

les bourgeons pourrait participer au maintien des PI dans le temps.
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Par ailleurs, chez de nombreuses espeses v&géales, MFT est fortement impliqguédans
I’embryogenése lors de la germination, et semble fortement et directement régulé par I’ABA
(Xi et al., 2010, Nakamura et al., 2011 ; lgasaki et al., 2008). Or chez la vigne, cette hormone
est a I’origine de nombreux controles métaboliques. L importance de cette hormone chez la
vigne et les données bibliographiques sur le contrdle de 1’embryogenése par MFT régulépar

I’ABA soulevent ’importance d’une régulation potentielle de VVMFT1 par I’ABA.
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Il.  Approche hormonale : éude de 3 familles de ré&julateurs de
croissance (acide indole 3-ac&ique, acide abscissique et cytokinines)
au cours de I’évolution des bourgeons latents de vigne lors de leur

premiére annee de formation

Les effets des difféents réulateurs de croissance sur la fertilitédes bourgeons ont &é&
bien éudi& séparénent. Comme toutes les autres plantes ligneuses pé&ennes, les balances des
diffé&entes hormones spe&ifiques sont exigees pour le développement des inflorescences et des
fleurs de la vigne (Zeevaart, 1976). Cependant, les méanismes de régulation des balances
hormonales sont complexes, et les moindres changements environnementaux et nutritionnels
peuvent affecter ces balances, ce qui par conséjuent peut impacter la fertilit€des bourgeons

latents.

En raison des compéences du laboratoire et des travaux dgarealisés sur les éjuilibres
hormonaux dans les fleurs et les baies, nous avons choisi de nous focaliser sur 3 familles de
regulateurs : les auxines avec 1’acide indole 3-acétique sous sa forme libre (AIA), I’acide
abscissique sous sa forme libre (ABA) et quatre cytokinines : trans-zétine-riboside-5’-
monophosphate (tZR5MP), trans-zétine-riboside (tZR), trans-zétine-riboside-O-glucoside
(tZROG) et trans-zé&itine-9-glucoside (tZ9G).

I1.L1.  Acide indole 3-acé&ique (AlA)

L’ ATA est une hormone bien connue chez la vigne pour son role dans 1’organisation du
méistame apical, les phéomenes de dominance apicale ré&ulant ainsi le non déseloppement
du bourgeon latent lors de sa premiee année de développement, et dans les mé&anismes
d’expansion cellulaire (Bessis, 1965 ; lwahori, 1967 ; Gea et al., 1994).

I1.L1.1. Ré&ultats
Aprés une année de test et de mise au point sur les é&hantillons de 2014, le dosage de
I’AIA a été réalisé tout au long du cycle dans les bourgeons récoltés en 2015 et 2016. Les

résultats sont pré&entés (Figure 50).

Les résultats obtenus ne permettent une interpréation que pour le millé&ime 2016, en
raison des teneurs infé&ieures au seuil de déection en 2015 (Figures 50A et 50B). Dans un
premier temps, 1’analyse des profils d’évolution des teneurs permet de mettre en éidence des
teneurs toujours plus importantes au stade 35JAD et ceci pour les trois types de bourgeons

éudié& (Figure 50B). Ensuite, ces teneurs chutent drastiquement pour réaugmenter
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ponctuellement aux stades 88JAD pour les bourgeons situés sur les nceuds NO, 103JAD pour
les nceuds N1 et 118JAD pour les nceuds N2 (Figure 50B).

I11.1.2. Discussion

L’auxine (AlA) est une phytohormone relativement bien connue dans le monde vegé&sal.
Cette hormone, synthéisés essentiellement dans les mé&isténes apicaux des tiges, dans les
jeunes feuilles, ainsi que dans les fruits et les graines en développement, est transporté& de fagn
basipéte dans la plante entiere. Elle joue un role dans I’embryogenese, dans le controle de
I’organisation du méristéme apical et dans les mécanismes d’expansion cellulaire (lwahori,
1967 ; Gea et al., 1994). Elle favorise aussi la production des racines lat&ales et adventives,
ainsi que le développement des fruits (Heller et al., 2000 ; Raven et al., 2005). Enfin, elle
participe ala néformation des bourgeons en synergie avec les cytokinines, mais est aussi
responsable de la dominance apicale induisant I’inhibition du débourrement des bourgeons

axillaires par I’apex (Champagnat, 1965 ; Bessis, 1965 ; Perrone et Felicini, 1974 ; Cline, 1991).

Les teneurs en AIA déectés dans les diffé&ents types de bourgeons en 2016
correspondent aux teneurs deerites dans la bibliographie (Kracke et al., 1981 ; Bottcher et al.,
2010). Si les auxines ont &éédosées ponctuellement dans les bourgeons, leur éolution au cours
du développement dans ces organes n’a jamais été étudiée, contrairement aux fleurs et aux baies
(Bottcher et al. 2010). Ainsi, comme dans les fleurs et les grappes, les teneurs les plus
importantes sont retrouvées dans le bourgeon en début de cycle puis diminuent
brusquement lorsque le premier Pl est initi€ Par la suite, un second pic est observéades
stades diffé&ents en fonction des bourgeons considé& &, peut &re en lien avec la pré&ocité
de Pinitiation du second PI dans les bourgeons NO et du troisiane Pl dans les bourgeons
N1, comme déerit au chapitre pré&élent. En effet, comme dgadémontré pour diffé&entes
espeéces, les auxines joueraient un role important dans 1’architecture méristématique des
inflorescences (Xu et al., 2005 ; Wu et Mcsteen, 2007 ; Barazesh et McSteen, 2008 ; Gallavotti
et al., 2008 ; Shimizu-Sato et al., 2009) en favorisant dans une certaine mesure la ramification
des inflorescences. Gallavotti et al. (2008) ont montréchez le ma’s que des traitements abase
de NPA (acide N-1-naphtylphthalamique), un inhibiteur de transport des auxines, diminuait
considé&ablement le nombre de ramification du mé&isténe inflorescentiel dénontrant ainsi que
cette famille de ré&ulateur &ait né&essaire ala formation des mé&isténes axillaires et des

primordia laté&aux.

Mais le rdle des auxines dans le bourgeon n’est pas clair en raison des corrélations

possibles avec les cytokinines, les auxines supportant 1’activité méristématique alors que les
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cytokinines éant impliquées majoritairement dans le contrde des méanismes de
diffé&enciation (Moubayidin et al., 2009). Ainsi, 1’équilibre auxines/cytokinines jouerait un
rde clé dans la programmation des phases de division cellulaire et des phases de

croissance/diffé&enciation.
11.2. Cytokinines (CKs)

Les CKs sont une famille de phytohormones complexes dont la plus réandue est la
zé&itine, et surtout la trans-zé&tine (tZ) (Heller et al., 2000 ; Raven et al., 2007). Elles sont
connues pour leurs propriéés activatrices de la division cellulaire, de la croissance et de la
diffé&enciation cellulaire (Heller et al.,, 2000; Raven et al.,, 2007) et leurs actions
complémentaires acelle des auxines (Moubayidin et al., 2009). Chez la vigne, les effets des
CKs sur la mise en place des primordia inflorescentiels ont &érelativement bien documenteés.
Ces phytohormones sont considé&ées comme des ré&julateurs positifs dans le déseloppement
des bourgeons, en favorisent I’initiation des Pl (Srinivasan et Mullins, 1978, 1979, 1980a,
19814, 1981b ; Mullins et al., 1992 ; Crane et al., 2012).

Dans notre travail, quatre formes de CKs ont &édéectéss et quantifiés : la trans-zéatine-
riboside-5’-monophosphate (tZR5MP), la trans-zé&tine-riboside (tZR) et la trans-zéatine-
riboside-O-glucoside (tZROG) et la trans-zé&tine-9-glucoside (tZ9G).

11.2.1. Ré&ultats
Les évolutions des teneurs des 4 formes déectés dans les bourgeons NO, N1 et N2 au

cours des deux millé&imes sont préentées (Figures 51, 52, 53 et 54).

Comme attendu, les teneurs en trans-zétine-riboside-5’-monophosphate (tZR5MP),
trans-zé&tine-riboside (tZR) et trans-zé&itine-riboside-O-glucoside (tZROG) é&voluent de
maniée similaire ; &savoir une chute massive des teneurs apres le stade 60JAD, rendant
quasiment impossible la déection et la quantification apartir du stade 88JAD. Ce profil est
similaire pour les trois types de bourgeon et pour les deux années, avec né&nmoins une chute
des teneurs plus précoce en 2015 qu’en 2016 (Figures 51, 52 et 53). En ce qui concerne les
teneurs pour les deux stades oula déection est possible (35JAD et 66JAD), on observe un
gradient, avec des teneurs en tZR5MP plus importantes que celles en tZR, elles-mémes plus

devees que celles en ZROG.

Par contre, la trans-zé&tine-9-glucoside (tZ9G) évolue a I’inverse des trois autres, avec
une accumulation nette et massive apartir de 88JAD en 2015 et 103JAD en 2016 (Figure 54) ;

et ceci de maniére identique pour les 3 types de bourgeons.
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Figure 53 : Evolution de la teneur en tZROG au cours du déreloppement des bourgeons latents

de vigne de type NO, N1 et N2, pendant la premi&e anné& du cycle reproducteur en (A) 2015 et
(B) 2016.

Les ré&ultats représentent la moyenne *€sart-type moyen de trois rééitions ; a, b, ¢ pour chaque histogramme
indiquent les diffé&ences significatives entre les groupes de moyennes (p<0,05) selon le test de Kruskal-Wallis.



11.2.2. Discussion

Les quatre CKs éudiées dans notre travail sont des formes conjuguées de la zétine.
Selon, Galuszka et al. (2008) les cytokinines pourraient agir atrés faibles concentrations (0,2-
10 ng-gMF™). Les teneurs déectées dans notre &ude sont globalement plus faibles que celles
trouvées chez la vigne par Lombard et al. (2006), mais tout afait comparables avec celles de
Field et al. (2009) et de Crane et al. (2012).

tZR5MP, tZR et tZROG présentent exactement le méme profil d’évolution quel
que soit le type de bourgeon et le mill&ime, tandis que tZ9G évolue a I’inverse des trois
autres. Ces deux profils d’&olution sont arelier avec la voie méabolique des cytokinines et
le r@e attribuéachacune (Figure 55). tZR5MP et tZR sont des formes intermédiaires de la voie
métabolique situées a la suite I’une de ’autre et permettant la synthése de la transzétine (tZ) a
I’origine des formes de réerve. Ainsi, tZ peut &re glycosylé en tZROG qui est une forme de
mise en réerve temporaire avec possibilitéde déglycosylation pour redonner de la tZ, mais
&jalement en tZ9G, forme de stockage inactive et de déoxification des CKs (Parker et Letham,
1974 ; Letham et Palni, 1983 ; Heller et al., 2000 ; Sakakibara, 2006).

Dans notre cas, les formes actives sont retrouveées en grande quantitépendant la
période d’organogenése et la forme conjuguée pendant la période d’ontogenése. Les deux
formes intermédiaires de la biosynthése de tZ (tZR5MP, tZR) qui préentent de fortes teneurs
aux stades trés pré&oces (35JAD et/ou 60JAD) marquent la phase d’activation de tZ. Le profil
des teneurs en tZROG est similaire &ceux de tZR5MP et tZR, confirmant que tZROG pourrait
ére une forme de réserve temporaire de tZ (Cook et al., 2001) permettant de réguler I’équilibre
final des CKs actives avant 60JAD. Ainsi, avec de fortes accumulations pendant la phase
d’organogenése, I’initiation et le début des ramifications des primordia inflorescentiels
sont assuré confirmant le rde des cytokinines dans la déermination du devenir des
primordia inflorescentiels (Srinivasan et Mullins, 1978, 1979, 1980a, 1981b ; Mullins et al.,
1992 ; Crane et al., 2012). Mais sachant que les CKs actives jouent un rde positif dans
I’initiation ainsi que dans la diffé&enciation des Pl en favorisant la division et la prolifé&ation
cellulaire et en maintenant I’identité des méristémes inflorescentiels, on peut se poser la
question de la diminution remarquable des teneurs en CKs dés 60JAD et non pas plus
tardivement ? Deux méanismes semblent pouvoir expliquer cette chute. Le premier consideére
les teneurs en CKs dans la plante entiée, avec classiqguement une chute des teneurs afloraison
(Tromp et Ovaa, 1971), ce qui correspondrait au stade 60JAD. Le second concerne les
&juilibres hormonaux au sein du bourgeon méme en lien avec les auxines. Le rapport CKs/AIA

montre un é&juilibre plus favorable aux cytokinines &35JAD en 2015 et 60JAD en 2016
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(Figure 56) en lien avec la preeocitédu mill&ime et le déout observédes phases de ramification
des anlagen formés. En effet, au regard des rdes attribué achaque famille de ré&ulateur,
on pourrait penser qu’en début de développement, I’équilibre hormonal favorable aux
auxines induit la formation des anlagen puis, dés les deux premiers Pl formés, cet
équilibre s’inverse ce qui permet aux cytokinines de jouer leur réle dans les mécanismes
de ramification comme propos€par Moubayidin et al. (2009) et Roman et al. (2016). Ce
dernier auteur vient de démontrer chez le rosier que I’application exogéne de cytokinines
directement sur les bourgeons ou indirectement sur le rameau deéeapité facilitait
I’organogenése avec apparition de nouveaux primordia floliaires. Chez la vigne, I’application
de cytokinines sur I’inflorescence juste au moment de leur apparition augmente I’allongement
des inflorescences et la taille des fleurs, alors qu’en absence de cytokinines les inflorescences
tombent (Mullins, 1967).

L’accumulation progressive de la forme inactive (tZ9G) débute quant aelle au
moment ou les formes actives ne sont quasiment plus quantifiables confirmant
I’hypothése de Hou et al. (2004) sur la possibilitéde moduler les concentrations en CKs par
des processus de N-glycosylation. Cette augmentation comicide avec la p&iode critique de
basculement entre la phase dite d’organogencse et d’ontogenese, et ceci pour les deux
mill&imes, malgrédes pré&ocité& difféentes. En relation avec le volume des grappes et le
rendement estimé en année n+1, on peut également noter que I’accumulation de la forme
inactive est plus rapide et plus importante en 2015 qu’en 2016, laissant envisager soit que
I’accumulation des formes non actives au profit des formes actives réduirait la production
de nouveaux organes préormé et stimulerait la ramification, soit a I’inverse, que la
diminution des formes actives léverait une inhibition potentielle des méanismes de

ramification.
11.3.  Acide abscissique libre

11.3.1. Réultats
Comme pour I’AIA, aprés une annés de test et de mise au point sur les ehantillons de
2014, le dosage de I’ABA libre a été r@lisétout au long du cycle dans les bourgeons réoltés

en 2015 et 2016. Les ré&ultats sont pré&senté Figure 57.

Les profils des teneurs en ABA libre sont tres diffé&ents des profils des deux familles
d’hormones précédentes. De maniére générale, les courbes ont une forme « en cloche »avec
les teneurs les plus faibles mesurées en début de cycle, suivi d’une augmentation avec un
plateau visible a partir de 60JAD en 2015 et 88JAD en 2016, et enfin d’'une diminution au
dernier stade (diminution plus marqueés en 2016). Quels que soient I’année étudiée et le type
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de bourgeon il n’y a pas de différence de teneur significative, sauf pour le bourgeon N1 dont
les teneurs sont toujours plus faibles 260JAD, 88JAD et 103JAD.

Les teneurs en ABA libre déectés lors de cette éude sont de mé&ne ordre de grandeur

que celles déerites dans la bibliographie sur le bourgeon de vigne (Koussa et al., 1994 et 1998).

11.3.2. Discussion

L’acide abscissique (ABA), une molécule de la famille des terpénes est une
phytohormone dont le nom est tiré de son role dans 1’abscission des feuilles (Heller et al., 2000).
Ses propriéés physiologiques au cours du cycle de croissance des plantes sont relativement
bien connues. Parmi les nombreux rdes qui lui sont attribué (i) la résistance au stress et
particuliéeement la fermeture des stomates en réponse aune limitation hydrique, (ii) la
maturation des fruits non climactériques et (iii) I’induction et le prolongement de la dormance
sont les mieux documenté&s (Le Page-Degivry et Gaussen, 1970 ; Durand et al., 1975 ; Le Page-
Degivry et Bulard, 1979 ; Raven et al., 2007 ; Vishwakarma et al., 2017).

Chez la vigne, I’ABA a &éparticuliéeement éudiédans le cadre du stress hydrique, de
la maturation des baies et des mé&anismes de dormance des bourgeons et des pépins (Broquedis,
1987 ; Koussa et al., 1994 ; Lavee et May, 1997 ; Koussa et al., 1998 ; Or et al., 2000 ; Orphir
etal., 2009 ; Tombesi et al., 2015). Par contre, aucune étude n’a porté sur 1’effet de I’ABA lors
des phases d’initiation, de différenciation et de ramification inflorescentielle alors que de
nombreux auteurs ont confirméque durant le cycle reproducteur, la teneur en ABA é&ait tres
importante dans les fleurs de vigne durant la floraison, puis diminuait &la nouaison pour
r@augmenter &la véaison dans les baies et enfin rechuter ala maturité montrant 1’importance
de ce r&lateur de croissance dans le cadre du devloeppment des organes reproducteurs de la
vigne, méme si son role n’est pas encore clairement défini (Baigorri et al., 2001 ; Antolin et al.,
2003 ; Koussa et al., 2004).

Dans nos bourgeons, I’ABA libre s’accumule progressivement jusqu’a la fin de la
phase d’organogenese, alors que dans les organes en croissance (entre-nceuds et feuilles),
Antolin et al. (2003) et Koussa et al. (2004) avaient observéune chute des teneurs corréée
néyativement aux activités de croissance. Mais ces auteurs avaient aussi notéune accumulation
d’ABA libre dans les fleurs au moment de I’anthése, qui correspond pour nous a la période de
déout de stabilisation des teneurs en ABA. Le rde de ce ré&ulateur dans le bourgeon acette
pé&iode reste encore mal documenté, d’autant plus qu’il est généralement considéré comme un
inhibiteur de croissance au sens large du terme. Pourtant, ré&emment plusieurs auteurs
(Humpl k et al., 2015 ; Van Staden et Bornman, 1969 ; Teltscherovaet Seidlova 1977)
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évoquent le role positif de ’ABA dans les mécanismes liés a la morphogenése. Chez la tomate,
I’utilisation de mutants ABA-déficients a permis d’observer que ces plantes avaient des feuilles
plus petites que les témoins et que I’application d’ABA exogene permettait de ré&upéer la taille
foliaire (Sharp et al., 2000). Ce méne type de constatation a &&egalement fait chez Arabidopsis
thaliana (Barrero et al., 2005). Au vu de nos ré&ultats, il est donc I&itime de se poser la
question d’un &entuel role de PABA au cours de la phase d’organogenése dans le
bourgeon latent d’autant plus qu’il parait possible de relier les plus faibles teneurs en
ABA des bourgeons de type N1 a leur plus faible poids, ainsi qu’au plus petit volume des

grappes estiméen anné& n+1.

Plus tardivement, a la fin de la phase d’ontogenése (apres 118JAD), les teneurs
d’ABA libre observées chutent, ce qui corrobore les observations de Koussa et al. (1998).
Selon cet auteur, a la fin de 1’été, la fin de la phase de prédormance et le début de 1’entrée en
dormance sont marqués par une diminution de la teneur en ABA-libre et une augmentation de
la teneur en ABA-GE associés aux activités a-amylase et invertases impliqués dans
I’accumulation de I’amidon et du saccharose en fin d’été ; ce qui semble &re le cas dans notre
étude au vu de I’évolution des teneurs en sucres étudiée dans le paragraphe suivant, mais qui

aurait mérité d’étre vérifi¢ par des dosages d’ABA-GE.

- 106 -



A -2015 NO B -2016

NO
10 . 10
8 8
6 6
4 4
2 2
0 0
35 60 88 103 118 159 35 60 88 103 118 159
. N1 0 N1
8 10 3 10
S - ‘ S
Bl 8 Bl ®
0= 6 0= 6
c c
S téo 4 [} téo 4
= 2 2= 2
C
o 0 o 0
- —
35 60 88 103 118 159 35 60 88 103 118 159
N2
10
8
6
4
2
0
35 60 88 103 118 159 35 60 88 103 118 159
Jours apres débourrement Jours apres débourrement
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I11. Approche biochimique : &ude de glucides au cours de
I’évolution des bourgeons latents de vigne lors de leur premiére

anné de formation

Les glucides sous forme de sucres solubles et d’amidon sont les sources énergétiques
principales pour la croissance des plantes. Le premier chapitre de ce travail a mis en & idence
un certain «rythme » des phases d’initiation et de ramification des PI, ainsi que les stades clés
correspondants qui s’étendent sur plus de 4 mois au cours de la premi&e anneés du cycle de
développement du bourgeon. Le processus commence environ un mois aprés le déourrement
et dure au moins jusqu’a I’entrée en dormance. Il couvre quasiment toute la période de
croissance active de la plante, pendant laquelle les origines, les formes et les quantité de
ressources énergétiques varient en fonction de [’organe, de son age, de ses capacités
intrinségues de croissance, de la surface foliaire, de son activité photosynthéique, des
conditions climatiques, des conditions trophiques d’alimentation minérale ou hydrique, des
&juilibres organes sources/organes puits et des pratiques culturales (Chaumont et al., 1994 ;
Hendrickson et al., 2004 ; Petit et al., 2006 ; Lebon et al., 2008 ; Vaillant-Gaveau et al., 2014).

Cependant, si les rdles et les modes d’actions des glucides ont été relativement bien
documenté&s dans les fleurs de vigne pendant la floraison, et dans les bourgeons durant la
dormance hivernale, les effets des glucides sur I’initiation et la ramification des Pl en lien avec
la fertilitédes bourgeons et le rendement restent peu connus (Candolfi-Vasconcelos et Koblet,
1990 ; Caspari et al., 1998 ; Lebon et al., 2008). L’objectif de cette partie du travail &ait de
réaliser le suivi de 1’évolution de différents glucides au cours du développement des bourgeons
afin de mieux connaitre I’influence des principales sources carbonées et leur lien éventuel avec

I’expression des génes et les équilibres hormonaux.
I1l.1. Ré&ultats

Les profils d’évolution des teneurs en D-glucose, D-fructose, saccharose et amidon ont
Feéablis en 2015 et 2016, pour les 3 types de bourgeons, et sont pré&entés dans les Figures
58, 59, 60 et 61.

Au cours des deux anneées, le D-glucose et le D-fructose é/oluent de manige
comparable. Les teneurs augmentent jusqu’au stade 88JAD puis se stabilisent (Figures 58 et
59). Méne si les éarts sont faibles, on peut noter des teneurs Ié&ement sup&ieures en 2016
par rapport &2015. Les teneurs mesurées sont comparables acelles reportés dans les &udes
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pré&&lentes (Koussa et al., 1998 ; Mohamed et al., 2012).

En ce qui concerne le saccharose, les profils d’évolution différent d’'une année sur
’autre (Figure 60). En 2015, les teneurs sont faibles jusqu’au stade 118JAD, puis augmentent
plus ou moins brusquement selon les bourgeons au dernier stade (159JAD) marquant un éat
différent des autres stades. Ce sucre de transport s’accumule lorsque 1’utilisation du glucose et
du fructose se ré&luit, induisant ainsi une augmentation des teneurs en fin de cycle, jusqu’a 1,5
a 3 fois plus qu’au stade 35JAD, ce qui est comparable avec I’évolution de la teneur en
saccharose dans les entre-nceuds (Hamman et al., 1996). En 2016, assez é&onnamment, les
teneurs mesurées sont pour la plupart des stades infé&ieurs au seuil de quantification, rendant
difficile I’interprétation. Mais comme en 2015, les teneurs les plus importantes sont observées

en fin de p&iode.

L’amidon, en tant que sucre de réserve, va s’accumuler lors des derniers stades du
développement au moment de I’entrée en dormance (118JAD et surtout 159JAD) (Figure 61).
Les teneurs sont faibles jusqu’a l’entrée en dormance puis augmentent fortement et
brusquement au stade 159JAD avec un facteur multiplicateur pouvant aller jusqu’a 5 par rapport
au stade pré&é&lent. L’accumulation de I’amidon a lieu essentiellement dans les primordia
foliaires et les bractées, et ne s’observe pas dans le MAC et les méristémes inflorescentiels
(Figure 62). Ce profil est identique pour les deux années, seules les teneurs varient avec des
niveaux plus faibles en 2016 qu’en 2015. Le profil d’évolution et les teneurs observés sont en

accord avec ce qui est deerit pour les bourgeons de vigne dans la littéature (Koussa et al., 1998).
I11.2. Discussion

Si de nombreux travaux ont reporté 1’évolution des teneurs en glucides des bourgeons
au cours de I’entrée en dormance, la dormance et le déourrement (Koussa et al., 1998 ;
Mohamed et al., 2012), aucun ne s’est intéressé aux phases plus précoces au cours de
I’induction, de I’initiation et de la ramification des primordia foliaires et inflorescentiels. Nous
devons donc, pour essayer de discuter nos résultats, nous reporter aux travaux portant sur
I’initiation florale, le développement des picces florales, la formation de I’inflorescence et la

floraison.

Dans le premier chapitre, nous avons démontréque le déseloppement du bourgeon de
vigne la premi&e anné pouvait &re diviséen deux p&iodes : une premi&e p&iode

d’organogenése jusqu’au stade 88JAD puis une seconde phase d’ontogenese jusqu’a 1’entrée
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Figure 60 : Evolution de la teneur en saccharose au cours du déseloppement des bourgeons
latents de vigne de type NO, N1 et N2, pendant la premi&e anné du cycle reproducteur en (A)
2015 et (B) 2016.
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en dormance. Ces deux pé&iodes correspondent ades phases ouila demande en glucides est
importante et, a I’image de ce qui a été démontré dans I’inflorescence pour la méne pé&iode, le
rde des glucides dans la construction des diffé&ents organes serait primordial (Clément et al.,
1996 ; Lebon et al., 2006). Les sucres impliqués peuvent &re des sucres solubles ou des sucres
insolubles, et proviennent de la photosynthése, des ré&erves ou des deux (Clément et al., 1994,
1996 ; Zapata et al., 2004 ; Lebon et al., 2006).

En début de pé&iode éudies, les teneurs en glucides solubles comme le D-glucose
et le D-fructose augmentent de maniére significative jusqu’au stade 88JAD. Pendant cette
période, le méristéme apical est a I’origine de la formation de tous les primordia du bourgeon
(Bessis, 1965). La transition de la phase véyéative ala phase reproductrice a lieu dans ce
meistane et se de&eompose en deux éapes (i) la transformation du mé&isténe vé&éatif en
meistame inflorescentiel et (ii) la transformation du mé&isténe inflorescentiel en mé&isténe
floral (Battey et Tooke 2002 ; Barbier et al., 2015). Cette p&iode serait en partie régulé& par un
réseau complexe de voies de signalisation (Mouradov et al., 2002) dont celles des hormones et
des glucides (Barbier et al., 2015 ; Roman et al., 2016). Selon, Bernier et al. (1993), Bonhomme
etal., (2010) et Henry et al. (2011), la concentration en glucides dans la séve et le transport
du saccharose seraient des facteurs endogénes participant & la transformation du
me&istane vegéatif en meristame floral. Dés 1977, il a été montré que 1’induction florale se
traduisait par une modification des relations sources/puits, permettant une meilleure
alimentation du mé&istéme apical en glucides (Sachs et Hackett, 1977). Cet apport en glucides
serait notamment facilité par des variations de ’activité invertase acide au niveau de I’apex
(Pryke et Bernier, 1978), comme cela a pu éjalement &re montré&dans le bourgeon au moment
de la levee de dormance par Koussa et al. (2005). Malheureusement cette hypothése n’a pas pu
étre vérifiée dans nos travaux car les mesures d’activités enzymatiques impliquéss dans le

meéabolisme des glucides n’ont pas éérelisess.

Néanmoins, il est possible de relier I’évolution des teneurs en saccharose et en glucides
solubles dans nos travaux. En effet, en début de pé&iode, lorsque les teneurs en glucides solubles
augmentent, les teneurs en saccharose restent faibles laissant peut-&re présager une forte
activitédes invertases. Selon Corbesier et al. (1998), la transition du mé&istene vé&éatif en
méristeme floral serait relative a I’augmentation des teneurs en saccharose. Chez de nombreuses
espeees, ce sucre serait un signal fort contr@ant ces mé&anismes. Par exemple, il existerait chez
Fuschsia hydrida, une forte corréation entre la floraison et le contenu en saccharose des apex
(King et Ben-Tal, 2001) ; chez la tomate, le saccharose induirait la transition florale d’apex de
plantes végéatives jusqu’a une concentration maximale de 30 g.L ™, puis I’inhiberait pour des

teneurs plus devées (Dielen et al., 2001). Plus ré&emment, dans les bourgeons de
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Figure 61 : Evolution de la teneur en amidon au cours du déseloppement des bourgeons latents
de vigne de type NO, N1 et N2, pendant la premiée année du cycle reproducteur en (A) 2015 et
(B) 2016.
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indiquent les diffé&ences significatives entre les groupes de moyennes (p<0,05) selon le test de Kruskal-Wallis.



rosier, Rabot et al. (2012), Barbier et al. (2015) ainsi que Roman et al. (2016) ont dénontréle
rde de moleule signal attribué au saccharose, dans les meéanismes de production des
primordia et les diffé&ents types de réonse possibles en fonction des concentrations déectees
dans le bourgeon ou appliquees. Ces donnés pourraient expliquer les variations des teneurs
en saccharose observees dans nos éhantillons, avec de faibles teneurs en déout de saison
et une augmentation en fin de période au moment ou les mécanismes d’embryogenése
diminuent. En effet, chez la vigne, Lebon et al., (2004) et Zapata et al. (2004) ont dénontré
que la période de diminution de la teneur en saccharose était accompagnée d’une augmentation
ou d’une stabilisation des sucres assimilables (D-glucose et D-fructose) comcidant avec la
pé&iode de transition physiologique de toute la plante et traduisant un changement des relations
organes sources-puits, qui correspondrait exactement au début du stade d’ontogenése des
primordia inflorescenciels identifiée dans notre &ude. Ainsi, le saccharose pourrait jouer un
rde de signal «positif »au moment du passage de la phase d’organogenése a I’ontogeneése
lorsque les teneurs sont «faibles > puis un rde de signal «né&yatif » au moment de I’entrée

en dormance lorsque les teneurs réaugmentent.

Enfin, nos travaux, comme ceux de Koussa et al. (1998), mettent en ésidence une forte
accumulation d’amidon au moment de ’entrée en dormance ce qui limite ainsi la
disponibilitéde sucres solubles. Cette augmentation des teneurs est corréee aux variations
d’acide abscissique. Le role de cette hormone dans le blocage de I’activité a-amylase a bien
éédénontré(Koussa et al., 1998) et expliquerait cette augmentation ; par contre le r&e de
I’amidon en tant que molécule signal dans ces mécanismes n’a pas encore é&eidentifié En
revanche, I’importance de I’amidon et de son hydrolyse a bien ét¢ mis en évidence lors du
dédourrement et de la floraison (Lebon et al. 2005 ; Rubio et al., 2016). D’aprés Duchéne et al.
(2003b) une meilleure mise en réerve en automne entramerait directement une préocitéde
débourrement et de floraison ainsi qu’un plus grand nombre de fleurs par inflorescence.
Vaillant-Gaveau et al. (2014) ont également rapporté que I’accumulation et la mise en réserve
des sucres pourraient impacter le nombre d’inflorescence par pied de ’année suivante. Juste
apres le dévourrement (au stade 35JAD), le dé&seloppement des primordia foliaires et du premier
primordia inflorescentiel néessite une mobilisation importante des sucres solubles mais en
raison du faible nombre de feuilles étalées et de 1’état hétérotrophe de la plante a ce stade |la
(Lebon et al., 2005), ces sucres ne peuvent provenir que de I’hydrolyse de I’amidon, mis en
réserve ’année préeélente (Koussa et al., 1998 ; Zapata et al., 2004 ; Mohamed et al., 2012 ;
Rubio et al., 2014). A I’'image de I’inflorescence, un niveau minimum d’amidon dans le

bourgeon en fin de cycle pourrait donc &re néessaire au début de I’organogenése
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Figure 62 : Localisation de I’amidon (A) dans les bourgeons latents de vigne a 159JAD ; (B) zone
repréentant le cadre bleu au niveau des primordia inflorescentiels ; (C) zone repréentant le cadre
orange dans les bractées ; (D) zone représentant le cadre vert au niveau de I’apex et des primordia
foliaires.

a: apex ; mi: mé&istame inflorescentiel ; pi : primordium inflorescentiel ; pf : primordium foliaire ; ba : bourgeon axillaire ;
rp : ramification primaire ; b : bracté ; fléche : grains d’amidon



et &l’accumulation des glucides solubles. Dans notre éude, les diffé&ences de teneurs en
sucres solubles entre les années semblent montrer que ce phé&omeéne d’hydrolyse varie selon
les annés et peut impacter directement le début des activités cellulaires du bourgeon. De ce
fait, on peut supposer que la disponibilitédes sucres solubles est un facteur de réussite au
développement des bourgeons et ala construction du rendement, comme cela a d§gaéé
démontréde nombreuses fois chez diffé&ents arbres fruitiers (Scholefield et al., 1985 ; Garcia-
Luis et al., 1988 ; Breen, 2016 ; Gonaalves et al., 2016).

Ainsi, nos travaux permettent pour la premi€e fois d’envisager 1’importance du
métabolisme glucidique dans les mécanismes d’ontogenése et d’organogenese du bourgeon
latent au cours de la premige anné de déseloppement en lien avec la construction du
rendement. La premiére phase de formation des primordia foliaires et des deux premiers
primordia inflorescentiels semble &re fortement relié ala disponibilitéen sucres solubles.
A partir de 88JAD, les teneurs en D-glucose et D-fructose en 2016 sont plus importantes qu’en
2015, traduisant peut-&re des eguilibres organes sources-organes puits diffé&ents entre les deux
annees. Puis la phase d’organogenése pourrait étre contrdlée par le niveau de saccharose
qui pourrait prolonger de maniére plus ou moins importante la ramification des PI. Les
essais d’effeuillage total confortent cette hypothése puisqu’en cas de défoliation totale, le
nombre d’inflorescence est largement diminué (Candolfi-Vasconcelos et Koblet 1990, Lebon
et al., 2004). En fin de pé&iode, le ralentissement des activité cellulaires ainsi que la
modification des éuilibres hormonaux induiraient une augmentation des teneurs en
saccharose provoquant alors I’entrée en dormance et I’accumulation d’amidon. A partir
du 118JAD, les sucres sont d’avantage transportés vers les fruits, mais aussi dans les organes
de réserves. L’accumulation du saccharose et de ’amidon observée dans notre étude témoigne
parfaitement de ce phénomene dgadé&rit par Koussa et al. (1998) dans les bourgeons de
Merlot aBordeaux. Nos résultats ne permettent pas de relier la quantité d’amidon accumulé a
ce stade et la fertilité potentielle réelle des bourgeons latents formés si 1’on considére le nombre
de futures grappes. Par contre, la phase d’organogenése débutant trés précocement (au
stade 35JAD), ’année suivante serait trés fortement modulée par la disponibilité des
sucres assimilables en fin d’hiver, ¢’est-2&xdire par la réserve d’amidon produite I’année
pr&é&lente. Ainsi, la quantité de saccharose et d’amidon accumulés en fin d’année 1
aurait plutot une influence sur la phase d’organogenése des PI aux stades précoces de
I’année suivante. Cette hypothése corrobore les travaux de Duchée et al. (2003a) et de

Vaillant-Gaveau et al. (2014) qui ont &abli un lien entre mise en ré&serve hivernale et
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développement des organes reproducteurs de I’année suivante chez la vigne. Cette hypothese
est &jalement conforté& par nos mesures, puisque la comparaison des teneurs en saccharose et
en amidon au stade 159JAD entre 2015 et 2016 montre que les annés de plus faible
accumulation d’amidon dans les bourgeons se traduisent toujours en année N+1 par des grappes

en moyenne de plus faible volume.
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IVV. Discussion générale et conclusion

Dans le premier chapitre, nous avons pu identifier et caract&iser deux processus de
formation des primordia inflorerscentiels lors de la premi&e anné& de développement du

bourgeon :

- une phase d’organogenese entre 35JAD et 88JAD, permettant I’initiation des deux
premiers primordia inflorescentiel et la ramification du premier Pl,
- une phase d’ontogenése de 88JAD jusqu’a 118JAD au cours de laquelle les Pl formees

se ramifient

Au-dela de ces deux phases, une période pendant laquelle il est possible d’observer a la
fois des processus d’organogenese et d’ontogenese et qui est située entre 60JAD et 88JAD, a
éécaract&isé comme p&iode remarquable et potentiellement critique dans la construction du

rendement.

L’objectif de ce chapitre était dans un premier temps d’étudier I’évolution de certains
genes, marqueurs biochimiques et hormonaux au cours de la premiée anné& du déseloppement
du bourgeon de maniée indépendante afin de mieux comprendre leurs rdes, puis dans un

second temps de les relier entre eux pour émettre des hypotheses de schéna de re&gulation.

En ce qui concerne I’approche moléculaire, nos travaux montrent pour la premicre fois
I’implication diffé&entielle de genes spe&ifiquement li&s au processus du contrde
méristématique au cours de 1’organogenése (VVCLE25-1, VVCLE-TDIF et VVMFT) et de genes
spécifiquement impliqués dans la transition florale au moment de la période d’ontogenése (Vv

TFL1a, VVMADSS et VVMFT).

VWCLE25-1, VWCLE-TDIF et VWMFT1 semblent jouer des rdes préondé&ants dans les
processus précoces de controle méristématique au cours de la phase d’organogenése. VVCLE25-
1 est impliqué dans le controle de I’homéostasie cellulaire et de la taille du MAC en réprimant
la proliféation cellulaire lorsqu’il est exprimé&(Clark et al., 1995 ; Autran et Traas, 2001 ;
Heidstra et Sabbatini, 2014 ; Yang et Jiao, 2016), alors que VVCLE-TDIF est cens€inhiber la
diffé&enciation des cellules procambiales dans les bourgeons (Clark et al., 1997 ; Fletcher et
al., 1999 ; Ogawa et al., 2008 ; Hirakawa et al., 2010 ; Yaginuma et al., 2011). VvL1L aurait
un rde similaire acelui du gene LEC1 dans I’embryogenése en favorisant 1’induction juste

avant I’apparition des embryons somatiques (Schellenbaum et al., 2008). De ce fait, la
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surexpression de VvL1L, VVCLE-TDIF et la sous expression de VVCLE25-1 pendant la phase
d’organogenése dans les bourgeons pourraient favoriser la prolifération cellulaire du MAC et
I’initiation des PI. Leur profil d’expression s’inverse a partir de 88JAD, au début de la phase
d’ontogenése permettant alors de «libé&er >» les meanismes de difféenciation et de

ramification des PI qui contrderaient la taille des PI diffé&enciés.

En complément, des genes, normalement deéerits comme participants &la transition
florale (VVTFL1a), semblent pouvoir également intervenir dans la phase d’organogenése. En
effet, VVTFL1a, comme son homologue TFL, est connu pour son réle dans 1’induction des
mé&anismes de division et de prolifé&ation cellulaires ainsi que dans le maintien des mé&isténes
indiffé&enciés, rérimant ainsi la floraison (Shannon et Meeks-Wagner, 1991 ; Joly et al., 2004 ;
Boss et al., 2006 ; Danilevskaya et Meng, 2010 ; Iwata et al., 2014). VVMADSS, quant alui,
méme s’il est moins bien connu, pourrait jouer un rde dans le développement préeoce des
inflorescences (Sreekantan et Thomas, 2006 ; Almada et al., 2009 ; Diaz-Riquelman et al.,
2012). Enfin, VWMFT1, gene peu documenté& semble &re un inducteur de la floraison et pourrait
jouer un rde positif dans la transition des mé&istames floraux (Yoo et al., 2004 ; Hedman et al.,
2009). De ce fait, la surexpression de VvTFL1a et de VVMADS8, accompagne® de la tres faible
expression de VVWMFT1 pendant la phase d’organogenése pourraient en partie favoriser les
activités cellulaires dans les anlagen néoformés et augmenter leur taille. A partir de la phase
d’ontogenése, VVTFL1a et VWMADSS voient leur niveau d’expression fortement chuter, alors
que VVMFT1 est surexprimépermettant une meilleure coordination dans la diffé&enciation et la

ramification des Pl initiés.

Les interactions possibles entre génes sont complexes et nos réultats ne nous permettent
que d’envisager partiellement certaines relations. En effet, pour comprendre le mode de
fonctionnement entre les différents geénes, nous aurions di envisager 1’étude moléculaire de
manie&e plus complée en intérant les genes du contrde mé&istématique telle que WUS, CLV1,
SAM et BRC pour avoir un aspect complet de régulation du MAC durant 1’organogenése, ainsi
que de la floraison avec FD, FT, AP1 et LFY dans le but de mieux comprendre la phase

d’ontogenese et les transitions méristématiques inflorescentiels et floraux.

Pour la premiére fois, une éude portant sur la formation des bourgeons a pu mettre
en &idence les rdes clé& de 3 genes (VVvTFL1a, VVCLE25-1 et VVWMFT1) dans les

meecanismes de formation des Pl chez la vigne. Ces premiers ré&ultats permettent
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d’envisager lutilisation de ces génes comme marqueurs potentiels des processus de

formation des primordia inflorescentiels.

En complément de I’approche moléculaire, nous avons démontré que les mécanismes
d’initiation, de différenciation et de ramification des PI semblent également contrdlés par

1I’équilibre hormonal et la disponibilité en glucides.

Dans ce travail, les rdes classiquement attribués par la bibliographie aux trois hormones
étudices (AIA, CKs et ABA) sont retrouvés. Outre son role dans I’embryogenese et le
mécanisme d’expansion cellulaire (Iwahori, 1967 ; Gea et al., 1994), I’AIA pourrait participer
aussi ala néaformation des bourgeons (Champagnat, 1965, Bessis, 1965 ; Perrone et Felicini,
1974 ; Cline, 1991). En complément, les CKs qui sont connues pour leur propriééactivatrice
de la division et diffé&enciation cellulaire (Heller et al., 2000 ; Raven et al., 2007), pourraient
aussi agir avec I’AIA (Moubayidin et al., 2009). Ainsi, I’inversion de 1’équilibre CKs/AIA
entre le début et la fin de la phase d’organogenése semble en adéquation avec les rdes attribués
a chaque famille. Le faible ratio CKs/AIA a 35JAD met en évidence le role de I’AIA dans
I’activation de la division cellulaire et 1’organogenése, alors que le ratio trés important de
CKs/AIA a60JAD conforte le rde de CKs actives dans la prolifé&ation et la diffé&enciation
cellulaire permettant le déout de la ramification des Pl pré&lablement initi&s (Moubayidin et
al., 2009 ; Roman et al., 2016). L’impact de cet eguilibre CKs/AIA pourrait &re modulé&par
les teneurs en ABA. En effet, si ’ABA est bien connu pour son implication dans la résistance
au stress, la maturation des fruits ainsi que 1’induction et le maintien de la dormance (Le Page-
Degivry et Gaussen, 1970 ; Durand et al., 1975 ; Le Page-Degivry et Bulard, 1979 ; Raven et
al., 2007 ; Vishwakarma et al., 2017), son rdle dans I’initiation et la différenciation des PI est
peu établi, alors que des études récentes ont rapporté que I’ ABA pouvait intervenir positivement
dans la morphogeneése (Sharp et al., 2000 ; Barrero et al., 2005 ; Humplik et al., 2015). Nos
résultats montrent une accumulation progressive d’ABA durant la phase d’organogencse
laissant penser qu’il pourrait agir positivement dans les mé&anismes lié ala morphogenése
comme c’est le cas chez la tomate (Sharp et al., 2000) et favoriser I’installation des PI en désut
d’organogenese. Cette nouvelle hypothese, confortée par les mesures de poids de bourgeon,
complé&ke les observations de Koussa et al., (2004) quant a I’accumulation de I’ABA au moment
de la floraison et son r@e positif dans certains méanismes de morphogenése. En fin de pé&iode,
1I’évolution des teneurs en ABA confirme plus classiquement son role dans I’entrée en dormance
et I’arrét des processus d’activité cellulaire. Nos travaux montrent donc que 1’équilibre
hormonal est essentiel au contréle de ces processus, d’autant plus qu’il semble possible de
relier 1’évolution des teneurs en ABA avec le niveau d’expression de VVMFT1, ou des CKs

avec VVTFL1a. Pour &re complet, nos travaux auraient mérité d’étre étayés par des dosages
-115-



d’ABA-GE et de gibbérellines, dont on connait respectivement I’importance dans les
mécanismes d’entrée en dormance (Koussa et al., 1994) pour I’ABA et I’inhibition de
I’initiation et la différenciation des primordia inflorescentiels pour les gibbérellines (Boss et

Thomas, 2002).

Ainsi nous avons pu démontrer pour la premiére fois, I’importance de I’équilibre

hormonal AIA/CKs/ABA dans les mé&anismes de formation des PI.

L’AIA et ’ABA (dans une certaine mesure) seraient impliquées positivement dans la
phase d’organogenése alors que les CKs actives favoriseraient I’ontogenése. Ces régulateurs
pourraient soit agir directement sur le niveau d’expression des génes liés aux mécanismes

d’initiation et de différenciation, soit indirectement via le métabolisme des sucres.

Outre les aspects moléculaires et hormonaux, I’activité cellulaire est fortement modulée
par la disponibilitéen sucres. Le suivi des profils d’évolution des différents glucides nous
permet d’envisager un role majeur de ces molécules dans 1’organisation des phases
d’organogenése et d’ontogenése du bourgeon. En fonction du ratio (Glucose+Fructose) /
Saccharose, les sucres pourraient agir ala fois comme source carboné assurant la dépense
énergéique (Clément et al., 1994, 1996 ; Zapata et al., 2004 ; Lebon et al., 2006) mais aussi en
tant que molé&ules signal intervenant dans les difféentes voies de réyulation d’organogenése
et d’ontogenése (Bernier et al., 1993 ; Bonhomme et al., 2010 ; Henry et al., 2011 ; Mouradov
et al., 2012 ; Barbier et al., 2015 ; Roman et al., 2016). Ainsi, ’accumulation massive et la
disponibilité en sucres solubles en dévbut de cycle (jusqu’au stade 88JAD) permettraient
d’initialiser précocement cette phase et favoriseraient les multiplications et divisions cellulaires.
A partir de 88JAD, la concentration en glucide dans la séve et le transport du saccharose seraient
des facteurs endogenes participant ala transformation du mé&isténe veégéatif en mé&istame
floral (King et Ben-Tal, 2001 ; Dielen et al., 2001 ; Rabot et al., 2012 ; Barbier et al., 2015 ;
Roman et al., 2016) favorisant ainsi dans notre cas, le passage définitif dans la phase
d’organogenése. Ensuite, ’accumulation du saccharose pourrait marquer la fin de pé&iode
d’ontogenese induisant I’accumulation de 1’amidon, qui doit étre suffisante pour favoriser le

début de I’organogenese I’année suivante.

Ces donnéss semblent essentielles dans notre travail car elles permettent pour la
premiere fois d’identifier dans le bourgeon de vigne des marqueurs glucidiques en lien avec
les premié&res phases de déeloppement des bourgeons latents. La premiére phase de
formation des primordia semble &re fortement relié &la disponibilitéen sucres solubles,

puis la phase d’organogenése pourrait étre controlée en partie par le niveau de saccharose
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Figure 63 : Repré&entation ACP des diffé&entes variables suivies a35JAD durant la premiée
anné& de développement des bourgeons en 2015 et 2016.

Tcum : tempé&ature moyenne journaliée cumulé a35JAD ; Sunlight.cum : ensoleillement journalier cumuléZé
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qui pourrait de maniére plus ou moins importante prolonger la phase de ramification des PI.
En fin de période, I’accumulation d’amidon marque Darrét des activités cellulaires et
semblerait moduler de manié&e significative la disponibilité des sucres assimilables

ne&essaires al’année suivante.

L’évolution des teneurs de ces différents sucres a pu étre reliée au poids des

bourgeons et ala taille des inflorescences.

A Uimage des genes, le dosage des teneurs en différents sucres comme marqueurs
potentiels de la qualitédes processus de formation des primordia inflorescentiels semble

pouvoir &re envisageable.

Notre &ude a donc caracté&isédifférents indicateurs pour les phases d’organogenése,
d’ontogenése et d’induction de I’entrée en dormance des bourgeons, en lien avec la fertilité
potentielle et apparente des bourgeons latents de vigne. Ces trois phases clé& sont également
fortement influencées par les conditions climatiques et nous avons démontréque le changement
climatique observédans la ré&ion bordelaise depuis prés de deux déennies (Jones et Davis,
2000 ; Van Leeuwen et al., 2004 ; Jones et al., 2005) avait &jalement modifiéla temporalité
des phases de formation du bourgeon par rapport ace qui avait &&dénontrédans les années
1970.

Au regard des résultats obtenus, des corréations entre les indicateurs éudiés et les
conditions climatiques semblent pouvoir exister (Annexe 1). Pour cela, une analyse en
composante principale (ACP) a @émenée aux 3 stades clé (35JAD, 88JAD et 159JAD) afin
de mettre en &idence (i) les indicateurs les plus pertinents pouvant expliquer les mé&anismes
principaux de 1’étape considérée et (ii) les effets des facteurs climatiques (Figures 63, 64 et 65).
Quels que soient les stades étudiés, I’axe principal peut expliquer plus de 40% de nos variables,
et les deux axes expliquent plus de 68% de I’ensemble des variables, ce qui est suffisant pour
justifier leur choix. La comparaison des trois ACP montre des diffé&ences de groupes de
variables en lien avec 1’évolution morphologique du bourgeon pouvant nous permettre, suite &
ces analyses, d’identifier un ensemble de marqueurs pertinents des différentes phases du début

du déeloppement du bourgeon.

A 35JAD (Figure 63), I’axe principal qui explique plus de 51% des variables traduit la
temporalité des mécanismes de mise en place des processus d’initiation et de ramification des
PI. Les variables sont positionnées le long de cet axe en fonction de leur implication dans les
meeanismes induits. Un premier groupe de variables (entouréen cercle rouge) composede
WTFL1a, VWMFT1, VWMADSS, teneurs en AlA, D-glucose, tZROG et intensitélumineuse
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Figure 64 : Représentation ACP des diffé&entes variables suivies 288JAD durant la premiée
anné& de développement des bourgeons en 2015 et 2016.
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88JAD ; Nb_PI: nombre de PI; Nb_Pid: nombre de PI diffé&enci&; ABA CK: ratio ABA/CKs actives ;
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peut étre identifié¢ pour leur implication précoce dans la phase d’organogenése des bourgeons.
Durant cette phase, les vecteurs repré&entant VWTFL1a et VWMFT1 semblent fonctionner
ensemble, confirmant les réles que nous leur avons attribués dans 1’initiation des anlagen en
fonction de leur niveau d’expression (surexpression de VVTFL1a et sous expression de
VWMFT1). Les vecteurs repré&entatifs des teneurs en AIA, tZROG, et D-glucose, sont
¢galement orientés de maniére similaire, nous laissant penser qu’il existe une bonne corrélation
avec les genes cités ci-dessus et les mécanismes cellulaires de la phase précoce d’organogenése.
L’analyse ACP montre également que le vecteur « ensoleillement cumulé»est regroup&avec
les précédents, et donc qu’il est impliqué comme facteur environnemental dans le contrde des
processus d’initiation des PI. Cette hypothése confirme celle d’Izawa et al., 2002 qui ont
démontréchez le riz que les orthologues de la famille des genes FT/TFL &aient impliqués dans
le contrde de la floraison et réondaient au signal lumineux. La mé&ne constatation a &é&
rapporté pour le Petunia récemment (Tsukamoto et al., 2016). A 1’opposé de ce groupe et de
maniére antagoniste, il est possible d’identifier un second groupe de variables composé des
teneurs en tZ9G, en amidon et en saccharose ainsi que du facteur tempé&ature cumulés. Ainsi,
parmi ces deux groupes, il est possible de distinguer des marqueurs potentiels de la phase
d’organogenése tels que les teneurs en D-Glucose, le cumul des T<C, ou les teneurs en AlA et
tZROG, et aterme de pouvoir envisager de les intéyrer dans un modée pré&lictif de la qualité

et de la pré&ocitéde la premiee éape de la formation des primordia inflorescentiel.

Entre 60 et 88JAD, la réoartition des groupes change avec un «eelatement >>de la
disposition des variables sur I’ensemble des axes identifiés (Figure 64). Ce stade correspond,
dans le bourgeon, ala p&iode pr&&emment identifié& comme remarquable et critique
traduisant le passage de la phase d’organogenése a la phase d’ontogenése et donc la transition
des mé&istames inflorescentiels en mé&istémes floraux (Battey et Tooke, 2002 ; Barbier et al.,
2015). Au niveau nutritionnel, cette p&iode marque &alement la fin de la p&iode
d’hétérotrophie pour les assimilats carbonés et une demande accrue en assimilats des fleurs et
jeunes baies ce qui modifie les éuilibres sources/puits au sein de la plante entiée (Clénent et
al., 1994 ; Clément et al., 1996 ; Zapata et al., 2004 ; Lebon et al., 2006). Le niveau des
transcrits des génes qui seraient impliqués positivement dans ’initiation des PI durant la phase
d’organogenése, comme VVTFL1a, VVWMADSS et encore VVL1L diminue globalement apartir
de ce stade, alors VVCLE25-1 et VWMFT1, identifié& dans notre &ude comme genes favorisant
la difféenciation et la ramification des PI, commencent &&re surexprimés. A cette p&iode, les
conditions climatiques peuvent énormément varier d’une année a 1’autre, rendant ce stade

critique pour de nombreux auteurs (Mullins et al., 1992 ; Watt et al., 2008 ; Guilpart et al.,
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Figure 65 : Repré&entation ACP des diffé&entes variables suivies &159JAD durant la premiée
anné& de développement des bourgeons en 2015 et 2016.
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2014). Ainsi, la multitude de ces changements, aussi bien au niveau du bourgeon que de la
plante entiere, serait régulée de fagn tres complexe par de nombreux facteurs exogénes et
endogenes difficiles a caractériser individuellement. L’analyse ACP traduit parfaitement ce
phénomeéne avec une organisation des vecteurs de manicre radiale et sur I’ensemble des plans
de la repréentation ne permettant pas de regrouper les variables en groupe speeifique.
Né&nmoins, un groupe de variables regroupant les teneurs en saccharose, 1’équilibre CKs/ATA
et les genes VVL1L et VWMADS8 semblent fonctionner de mani&e conjointe (entouréen bleu)
et pourraient caractériser le début de la phase d’ontogenese. En effet, comme discuté
pré&é&lemment, apartir de 88JAD, la modification de I’équilibre CKs/AIA au profit des CKs
(et notamment de tZ9G) ainsi que la chute des teneurs en saccharose pourraient agir comme
signaux positifs vis-avis de la diminution d’expression de VVMADSS8 et VVL1L (qui seraient
des genes reyulateurs positifs de la phase d’organogenése) ce qui pourrait favoriser la
diffé&enciation des PIl. En raison de la position des vecteurs «lumige cumulé > et
«tempéature journaliée cumulée >3 il semblerait &alement que ces diffé&ents paraméires
pourraient &re fortement dépendants des conditions climatiques, comme dgaenvisagée par

Guilpart et al. (2014), ce qui mé&iterait une éude spe&ifique.

Nous avons dénontrédans le premier chapitre que la pré&ocitéde ’initiation des PI a
35JAD, la capacité de ramification des PI durant la phase d’ontogenese a partir de 88JAD et la
qualité de mise en réserve au moment de I’entrée en dormance semblaient des facteurs essentiels
a la production d’inflorescences de grande taille en anné& N+1. Ainsi, les mé&anismes
cellulaires impliqués tardivement pendant la phase d’ontogenese et d’entrée en dormance
seraient &jalement essentiels dans les mé&anismes de construction du rendement. L’analyse
ACP (Figure 13C) ra&lisé au dernier stade de prélevement (159JAD) traduit 1’état final du
bourgeon au moment de la dormance. Comme pour le premier stade, un groupe de variables
remarquables (entouréen jaune) peut &re identifié A ce stade, de nombreux indicateurs
(teneurs deveées en amidon et saccharose, chute de I’ABA libre au bénéfice de I’ABA-GE,
surexpression de VVMFT1, VVMADS8 et VVCLE25-1) semblent fonctionner ensemble et
pouvoir expliquer une meilleure capacitéde ramification des PI, permettant ainsi une
am@ioration de la fertilité potentielle apparente des bourgeons latents au moment de 1’entrée
en dormance. L’accumulation du saccharose et de ’amidon semble étre bien corrélée avec les
teneurs en ABA, ce qui confirme notre hypothése et corrobore la proposition de Koussa et al.
(1998) sur I’interaction entre I’ABA et la mise en réserve hivernale dans les bourgeons. Cette
accumulation serait d’une part le signe d’un bon fonctionnement du métabolisme carboné
pendant la saison 1 facilitant les mécanismes de ramification et, d’autre part permettrait par la

suite, aprés son hydrolyse, une meilleure reprise de croissance du bourgeon au moment du
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déourrement. VWMFT1 et VVCLE25-1 qui sont surexprimé &ce stade font éalement partie de
ce groupe confirmant le fait qu’ils favoriseraient la formation des ramifications (Yoo et al.,
2004 ; Hedman et al., 2009 ; Sreekantan et Thomas, 2006 ; Almada et al., 2009 ; Diaz-
Riquelman et al., 2012) et pourraient &re regulé par ’ABA et/ou 1’équilibre CKs/AIA
(Mohamed et al., 2010 ; Xi et al., 2010 ; Tao et al., 2014 ; Bi et al., 2016). L’ensemble de ces

variables sont également corrééss aux indicateurs climatiques : tempéature et luminosité

Cette approche par ACP a eu pour avantage de mettre en éidence des groupes de
variables qui semblent fonctionner ensemble et de maniere diffé&entielle selon le stade de
développement du bourgeon consid&é

Cette approche nous a €alement permis de valider I’hypothése émise au chapitre
préeélent portant sur une phase remarquable et critique pour la construction des PI situé
au moment du basculement de la période d’organogenése et d’ontogenése. A ce stade, la
disposition des indicateurs au niveau de la repré&entation ACP ne permet que difficilement
d’identifier des groupes, démontrant ainsi la complexité des modes de régulation pouvant

é@re impliqués.

Dans ce second chapitre, nous avons pu identifier des facteurs molé&ulaires,
biochimiques et hormonaux participant au contrde de formation des PI dans le bourgeon

de vigne au cours de la premiere anné de son développement.

L’évolution de ces facteurs, relativement bien conservée entre les trois types de
bourgeons, confirme les é&apes clé& identifiées apartir des observations anatomiques et
morphologiques au chapitre 3. La phase d’organogenése serait fortement dépendante des
teneurs en glucides solubles, de I’équilibre AIA/CKs/ABA, de la surexpression de
VWTFL1a et de la sous-expression de VVWMFT1 et VVCLE25-1. Le passage ala phase
d’ontogeneése serait le résultat d’un signal positif du saccharose et du basculement de
I’équilibre AIA/CKs au profit des cytokinines. Ces signaux pourraient moduler les
niveaux d’expression des génes précités et la répression de VVTFL1a permettrait la
surexpression de VVMFT1 et VVCLE25-1 favorisant la transformation du mé&istéme
v@éatif en mé&istame inflorescentiel et ainsi la formation des ramifications apartir des
anlagen formés. Cette phase d’ontogenése serait ensuite en partie régulée par le niveau
d’expression de VVMFT1, les teneurs en ABA, saccharose et amidon, qui pourraient pour

ce dernier &re ensuite essentiel au débourrement.
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Nos réultats confirment aussi les rdes dgaattribué aux réulateurs hormonaux
dans le développement du bourgeon. Né&nmoins, pour la premi&e fois nous
envisageonsun role positif de ’ABA dans les mécanismes de morphogenése et envisageons

pour la vigne que VVMFT1 serait bien régulé par ’ABA.

Enfin, ’ensemble de ces marqueurs biologiques semblent impacté& par les
conditions climatiques (somme des tempéatures et luminosit® qui pourraient, apres
étude complémentaire, étre utilisés comme indicateur dans un modéle d’évaluation de la

qualitédes processus de formation des Pl.

L’ensemble de ces données posent maintenant la question des modes de régulation de
ces me&anismes par les régulateurs hormonaux, le facteur lumiere et les éjuilibres sources/puits

pouvant &re modulés par des pratiques culturales comme 1’effeuillage.

Le chapitre suivant se propose donc, par la ré&lisation de divers essais de modulation
des teneurs en ABA, de mise a 1’obscurité ou de suppression d’une partie du feuillage,
d’apporter quelques éléments pour mieux comprendre les mécanismes de regulation de
I’initiation, de la différenciation et de la ramification des PI dans les bourgeons latents en lien

avec le rendement final.
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CHAPITRE 5

Etude des effets de la modulation des
teneurs en ABA, de la mise a Pobscuriteée et

de Peffeuillage sur les mécanismes
d’initiation, différenciation et ramification
des primordia inflorescentiels des
bourgeons latents de vigne




Les chapitres précédents nous ont permis d’identifier trois phases importantes dans les
processus de formation des primordia inflorescentiels : une phase critique trés préoce
d’organogenése concomitante au début de croissance active des organes vegéatifs, une phase
remarquable d’ontogenese au cours de laquelle la surface foliaire est suffisante pour permettre
d’atteindre 1’équilibre sources/puits optimum, puis une phase tardive d’entrée en dormance

correspondant au début de I’aolitement.

La phase d’organogenese entre 35 et 88JAD serait a 1’origine du nombre de PI formés
alors que la période d’ontogenese entre 88JAD et 118JAD déterminerait la taille de ces PI en
fonction de la durée de ramification. Le rendement final serait chez le Merlot &Bordeaux plut&
li¢ a la seconde phase du fait d’une phase d’organogenése maintenant précoce permettant la
formation d’un nombre de PI toujours supérieur au nombre de grappes développées I’année

suivante.

Mais pour autant, chaque phase est importante et I’occurrence d’un facteur limitant
pendant I’'une des deux premicres périodes pourrait limiter soit le nombre de grappes soit leur
taille en impactant les équilibres hormonaux, 1’expression des génes ou la disponibilitéen
assimilats carbonés. Plusieurs travaux chez la vigne ont dgareportéles effets de modifications
des équilibres hormonaux, d’un stress hydrique, d’une carence azotée ou de pratiques culturales
comme la défoliation sur le rendement (Zapata et al. 2004 ; Lebon et al., 2006 ; Lebon et al,
2008 ; Vaillant-Gaveau et al., 2014 ; Guilpart et al., 2014), mais jusqu’a ce jour personne n’a
réalisé d’étude intégrative en évaluant de maniére simultanée I’expression de genes, 1’équilibre

hormonal et les teneurs en sucres.

Pour cette raison, nous avons choisi d’étudier, lors de la derniée anné& de ce travail, les
effets de la modulation des teneurs en ABA, de la mise a I’obscurité et de 1’effeuillage pour
essayer de (i) affiner la compréhension des mé&anismes de reégulation éudié&s lors du chapitre
pr&e&lent pour les 3 approches consid&ees, (ii) caract&iser le rde de 1’acide abscissique et de
la lumiére dans ces mécanismes et (iii) étudier I’impact d’une pratique culturale couramment
utilisée a Bordeaux, I’effeuillage, qui modifie a la fois les équilibres sources/puit et la

luminositédu bourgeon.
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I. Effets de la modulation des teneurs en ABA sur D’initiation, la
diffé&enciation et la ramification des Pl des bourgeons latents de

vigne

Si les effets des CKs et des gibbé&ellines sur la réyulation de la fertilitédes bourgeons
sont relativement bien connus, les effets de I’ABA ont été trés peu €tudiés, alors que notre
travail a montré dans le chapitre précédent que 1’évolution des teneurs en ABA pouvaient étre
reliées aux pé&iodes clé de formation des primordia inflorescentiels dans le bourgeon et

corrélées au profil d’expression de génes remarquables comme VVMFTL1.

En 2014, Guilpart et al. (2014) ont démontré qu’un stress hydrique précoce pendant la
floraison pouvait réduire jusqu’a 36% la fertilité potentielle apparente des bourgeons de I’année
suivante. Cette pé&iode critique correspond exactement ala phase de basculement entre la

période d’organogéne et d’ontogenése décrite dans les chapitres 3 et 4.

Les propriétés physiologiques de I’ABA au cours du cycle de croissance des plantes
sont relativement bien connues et parmi les nombreux rdes qui lui sont attribués (i) la résistance
au stress hydrique, (i1) la maturation des fruits non climactériques, (iii) 1’induction et le
prolongement de 1’aotitement et de la dormance sont les mieux documentés (Le Page-Degivry
et Gaussen, 1970 ; Durand et al., 1975 ; Le Page-Degivry et Bulard, 1979 ; Rinne et al., 1994 ;
Koussa et al., 1998 ; Or et al., 2000 ; Arora et al., 2003 ; Akihiro et al., 2005 ; Raven et al.,
2007 ; Zheng et al., 2015 ; Vishwakarma et al., 2017).

Il nous est donc paru naturel de nous demander si la modulation des teneurs en ABA
dans les bourgeons pouvait expliquer les observations de Guilpart et al. (2014) quant a I’effet
du stress hydrique. Ne pouvant pas, dans nos conditions d’expérimentation, induire un stress
hydrique, nous avons choisi de modifier les teneurs en ABA des bourgeons par traitements
exogenes et d’étudier les modifications associées afin de (i) caract&iser plus pré&isément le
rde de ce reéulateur hormonal dans les meéanismes éudiés et (ii) proposer un début
d’explication physiologique aux observations de Guilpart et al. (2014). Pour cela, en 2016, des
apports exogeénes d’ABA et de fluridone (un inhibiteur de la synthése d’ABA) ont été réalisés
directement sur les bourgeons entre les stades 60 et 88JAD qui correspondent ala pé&iode
critique de&erite par Guilpart et al. (2014). Les effets de ces applications ont &é évalué sur

I’équilibre hormonal, I’expression des 6 geénes candidats et les teneurs en sucres.
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Figure 66 : Effets des traitements modifiant le métabolisme de I’ABA sur les teneurs en (A,
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I’application.
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significatives avec les témoins (p<0,05) selon le test ANOVA.



1.1. Ré&ultats

1.1.1. Effets des traitements sur les teneurs en ABA libre, AlA libre et cytokinines

48h apres les traitements, 1’apport d’ABA exogene entraine une forte augmentation des
teneurs en ABA dans les bourgeons (Figures 66A et 66B) alors que le traitement abase de
fluridone ne modifie pas significativement les teneurs en ABA par rapport au té&noin. Au bout
de 7 jours, les teneurs en ABA se réduisent laissant supposer que I’ABA exogene absorbé est
en partie mé&abolis€ mais les teneurs sont toujours plus importantes que dans le ténoin. Aucune

différence n’est constatée entre les types de bourgeons.

Les teneurs en AlA sont globalement trés faibles, ne permettant pas de quantification
(Figures 66C et 66D). Cependant, une diminution des teneurs en AlA 48h apres les traitements

est observée dans les bourgeons NO et N1 et 7 jours apres le traitement dans les bourgeons N2.

La seule forme déectée de CKs est tZR qui est une forme active (Figures 66E et 66F).
Dans tous les cas, les traitements qui modifient le métabolisme de I’ABA provoquent une
diminution marquée des teneurs par rapport aux témoins et ceci pour tous bourgeons. L’effet
est particulieeement marqué?7 jours apres 1’application, par contre il n’y a aucune différence

entre les bourgeons.

1.1.2. Effets des traitements sur D’expression des génes remarquables VVCLE25-1,
VVvTFLla et VVWMFT1
Les effets des traitements modulant le métabolisme de I’ABA sur les trois genes
remarquables identifi& au chapitre pré&élent (VWCLE25-1, VTFLla et VWMFT1) sont
pré&sentés (Figure 67).

Quels que soient les traitements, leur application régule négativement 1’expression de
VVCLE25-1 48h aprés I’application (Figure 67A). Ces effets sont plus ou moins conservés 7
jours apres et varient selon le traitement et le type de bourgeon (Figure 67B).

En revanche, les traitements impactent de maniere positive I’expression du VVTFL1a 7
jours apres 1’application. Pour les trois bourgeons et les trois types de traitement, le niveau
d’expression est augmenté alors qu’il n’avait pas varié 48h apres les traitements (Figures 67C

et 67D).

C’est I’expression du géne VVMFTL qui semble le plus fortement impactépar les
traitements, que ce soit pour le niveau d’expression ou pour la conservation de I’effet. En effet,

les trois traitements induisent une surexpression de VWMFT1 48h aprés le traitement qui est
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conservee 7 jours apres. Les effets sont particuliéement importants et maintenus pour les deux

traitements apportant de I’ABA exogéne (Figures 67E et 67F).

1.1.3.  Effets des traitements sur les teneurs en glucides

Les effets des traitements sur les teneurs des diffé&ents sucres sont pré&enté Figure 68.

Les diffé&ents traitements induisent, pour tous les bourgeons, une augmentation nette
qui se maintient dans le temps des teneurs en D-glucose (Figures 68A et 68B). Cet effet est
&jalement observable, mais de maniée moins significative, pour le D-fructose qui voit lui aussi

ses teneurs augmenter apres I’application d’ABA exogene (Figures 68C et 68D).

Le saccharose n’a pas éé déecté ace stade déeloppement (entre 60 et 88JAD)
conformément &ce qui avait dgaé&éobserveéau chapitre pré&élent.

Concernant I’amidon, seules des différences minimes et ponctuelles en fonction des
traitements et des bourgeons peuvent &re notés ne permettant pas d’interprétation fiable
(Figures 68E et 68F).

1.2. Discussion

Dans les chapitres préélents, nous avons identifieéune &ape cléde basculement du
bourgeon d’une phase d’organogenése a une phase d’ontogenese au stade 88JAD. La période
avant ce stade (organogenése) permettrait la formation du nombre de Pl et la phase suivante
(ontogenése) conditionnerait la ramification des Pl initiés, et donc la taille maximale des futures
grappes. Une pé&iode remarquable et potentiellement critique a &é&estimee entre 60 et 88JAD,
phase correspondant aussi ala p&iode critique deerite par Guilpart et al. (2014) qui ont mis en
&idence la corrélation entre 1’état hydrique durant cette période et le rendement final de I’année
suivante. Un stress hydrique préeoce pendant cette p&iode entramerait une diminution de
rendement (Guilpart et al., 2014). En raison du role attribué a I’ABA dans la fermeture des
stomates lors d’un stress hydrique (Cummins, 1973 ; Bray, 1988 ; Luan, 2002 ; Zhu, 2002 ;
Zhang et al., 2006 ; Zou et al., 2010), nous pouvons nous demander comment I’ABA, supposé
s’accumuler dans les organes végétatifs lors d’une limitation hydrique pourrait impacter les

meé&sanismes de formation des primordia inflorescentiels dans le bourgeon et aterme la fertilit&?

Dans notre éude, nous avons essay€de moduler les teneurs en ABA par ’application
de solutions contenant de I’ABA a forte dose pour augmenter les teneurs intrinseéques du
bourgeon ou de solutions d’inhibiteur de la synthése des caroténoides (fluridone) afin de réduire
la teneur en ABA dans ces organes. Les traitements contenant de I’ABA exogéne ont permis

de moduler de mani&e importante les teneurs en ABA en les multipliant par 10 par rapport
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au témoin. Par contre, les traitements a base de fluridone, n’ont pas eu d’effet sur les teneurs en
ABA, mais ont en revanche ré&luit I’AIA et les CKs. Ainsi, par nos traitements 1’équilibre
hormonal a @émodifiéde mani&e similaire ace qui a dga&érapportédans la bibliographie.
Du et al. (2013) ont dénontréchez le riz, qu’un déficit en caroténoides ou 1’application du
fluridone (en tant qu’inhibiteur de la biosyntheése des caroténodes), pouvait induire une
diminution des teneurs en AIA, supposant qu’une interaction pourrait avoir lieu au niveau des
caroténoides entre les voies de biosynthése de I’ABA et de I’AIA. Stetsenko et al. (2015) ont
&alement montré que I’application d’ABA et de fluridone entrainait une diminution des
teneurs en AIA libre, en augmentant la tolé&ance aux diffé@ents stress abiotiques chez
Mesembryanthemum crystallinum L. Par contre, concernant les interactions entre ABA,
fluridone et CKs, diverses éudes se contredisent. Chez Triticum turgidum, Vysotskaya et al.
(2009) montrent que I’apport d’ABA peut induire la dégradation des CKs en augmentant
I’activité de la cytokinine oxydase, et entrainer une diminution de certaines formes de CKs
(notamment tZR). Ce méme auteur indique qu’un traitement a base de fluridone aurait un effet
inverse. Ce mé@ne effet est aussi rapportépar Goggin et al., (2014) chez I’ivraie raide (Lolium
rigidum). Par contre, d’autres auteurs pensent que I’ABA exogéne augmenterait la teneur en
CKs, alors que le fluridone induirait une forte diminution (Stetsenko et al., 2015). Dans notre
cas, les deux types de traitement ré&luisent les teneurs en CKs. Nos réultats ne permettent pas
de conclure aun effet speeifique de la modulation des teneurs en ABA ou en carotéodes au
vu des réultats contradictoires obtenus. Mais on peut supposer que 1’apport d’ABA massif
apres les traitements ait provoquéun phéomene de rérocontrde de la voie des caroténodes
comme le proposent Cutler et Krochko (1999). De ce fait, I’interaction entre les voies
méaboliques reste trés complexe, il est encore difficile de conclure sans avoir éudié les
activités enzymatiques ou l’expression des geénes de ces voies. Dans tous les cas, Nnos
traitements ont modifié les &yuilibres hormonaux en provoquant (i) une forte
augmentation des concentrations en ABA dans le cas des traitements apportant de ’ABA
exogene et (ii) une diminution des concentrations en AlA et CKs deés lors que la voie de
biosynthése des caroténoides était affectée soit directement par I’effet du fluridone soit
indirectement par un effet inhibiteur d’une concentration trop importante d’ABA. Outre
les effets doses qui peuvent avoir des effets promoteurs ou inhibiteurs sur la croissance de la
plante comme discut&au chapitre pree&lent et d@nontré&par Popova (1995), Khadri et al. (2006)
ou Humpl Kk et al. (2015), cet équilibre peut modifier le niveau d’expression des génes ainsi que
les teneurs en assimilats carbonés et influer indirectement sur les mécanismes d’organogenése

et d’ontogencse.
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L’accumulation des sucres assimilables (D-glucose et D-fructose) est induite dans notre
étude par I’apport d’ABA exogéne. Cependant, le blocage de la voie de biosynthése de I’ABA
par I’application de fluridone a également entrainé une augmentation de la teneur en D-glucose.
Etant donné les possibles effets réroactifs des produits finis sur le déout de leur voie de
biosynthése et les effets antagonistes de certains &juilibres hormonaux, il est possible
d’envisager deux hypothéses pour expliquer I’accumulation des sucres dans notre éude. D’une
part, ’apport d’ABA exogéne a forte dose pourrait mimer un stress abiotique qui
régulerait positivement la teneur en sucres solubles afin d’augmenter la tolérance et la
protection des cellules vis-&vis de ce stress. De nombreuses éudes ont montréque les stress
abiotiques, notamment le stress hydrique pouvaient induire une augmentation des teneurs en
ABA ce qui favoriserait I’accumulation des sucres solubles comme molécules de tolérance aux
stress (Creelman et al., 1990 ; Kerepesi et Galiba, 2000 ; Carrari et al., 2004 ; Liu et al., 2004 ;
Pospisilova et al., 2005 ; Seki et al., 2007 ; Yin et al., 2010). Chez le bl&(Triticum aestivum),
I’apport précoce d’ABA exogene a la floraison augmente la teneur en chlorophylle et en sucres
solubles induisant de plus une augmentation de rendement final (Travaglia et al., 2007). Chez
la vigne, Medici et al. (2014) é&alement ont montré qu’un stress hydrique entrainait
I’augmentation de D-glucose et de D-fructose induction de 1’expression des génes impliqués
dans le transport des sucres solubles et régulés par I’ABA. Ainsi, on pourrait supposer que les
bourgeons traité& auraient subis un stress suffisamment important pour provoquer
I’accumulation de sucres solubles comme réponse de protection. D’autre part, I’accumulation
des teneurs en sucres assimilables suite au traitement par le fluridone pourrait &re plus
liée au bouleversement provoquéau niveau de la voie des caroténodes qui affecte les
teneurs en AlA et en CKs (Du et al., 2013 ; Stetsenko et al., 2015). En effet, I’interaction
entre les CK et les sucres solubles en lien avec diffé&entes activités physiologiques a dga&é
rapportée, et il semble qu’ils peuvent interagir de fagon antagoniste en fonction des
métabolismes considéé (Kushwah et Laxmi, 2014). Selon cet auteur, le glucose et les CKs
agiraient de maniére antagoniste lorsque les concentrations en glucose sont faibles et de maniee
synergique lorsque les concentrations en D-glucose sont devées pour réguler la longueur des
hypocotyles. D’un autre c6té, on peut proposer qu’en réduisant les teneurs en cytokinines, la
force des puits serait réluite ce qui limiterait I’utilisation des sucres qui alors s’accumuleraient.
Cette hypothese est d’une part éayee par celle de Roman et al. (2016) qui ont démontréque la
lumiere activait la biosynthese des CKs en augmentant la force des puits activant les génes clé&s
du méabolisme des sucres. D’autre part, elle converge avec les donnés de Roitsch et Ehnefl3
(2000) sur la stimulation des activité invertases par les cytokinines. Enfin, I’AIA et les CKs
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pourraient éalement fonctionner de maniée synergique dans controle de 1’organogenése en
lien avec la modification des teneurs en sucres (Hirsch et al., 1989). Chez Arabidopsis thaliana,
il a été montré que les mutants insensibles a I’AIA présentent des teneurs en glucose toujours
plus élevées induisant la formation des organes latéraux en lien avec I’augmentation des teneurs
en cytokinines (Mishra et al., 2009 ; Booker et al., 2010). Ainsi, I’apport d’ABA exogene et
le blocage de la voie des caroténodes par le fluridone, induisent une accumulation des
sucres solubles semblant pouvoir &re soit (1) une réonse aun stress, (ii) soit liée ala
réduction de ’utilisation des sucres par les organes du bourgeon en lien avec les faibles
teneurs en cytokinines. Dans tous les cas, ces deux types de réponse induisent une réluction
possible des activité cellulaires et pourraient expliquer les observations de Guilpart et al.
(2014). Malheureusement, le fait de ne pas avoir pu estimer le nombre et le volume des grappes
en 2017, ne nous permet pas de confirmer cette hypothése.

En ce qui concerne I’expression des génes remarquables, nos résultats montrent pour la
premiée fois chez la vigne que la modulation des teneurs en ABA peut moduler le niveau
d’expression de VVWMFT1, VWTFL1a et VVCLE25-1.

VVCLE25-1 est sous-exprimé a la fois par ’apport d’ABA exogéne et du fluridone.
Nous avons €émis 1’hypothése dans le chapitre précédent que ce géne jouerait un réle dans la
regulation et le contrde du développement en participant ala ré&julation et la diffé&enciation
cellulaire des mé&istames apicaux et laté&aux. Ainsi, la surexpression de ce géne durant la phase
d’ontogenése favoriserait la différenciation et la ramification des méristémes inflorescentiels
(Clark et al., 1995 ; Autran et Traas, 2001 ; Lenhard et Laux, 2003 ; Heidstra et Sabatini, 2014 ;
Yang et Jiao, 2016 ; Morot-Gaudry et al., 2017). Dans le cas ici pré&ent, la sous-expression
de ce gene suite aux différents traitements au début de phase d’ontogenese pourrait
retarder la diffé&enciation et la ramification des Pl initié et ainsi affecter leur taille
déinitive. En raison de manque de donnéss bibliographiques sur la réulation directe de ’ABA
sur VVCLE25-1, il est difficile d’envisager une hypothése sérieuse quant au mécanisme d’action
de I’ABA sur VVCLE25-1. Cependant, certaines éudes ont montréchez Arabidopsis thaliana
que les traitements par I’ABA pouvaient réguler négativement I’expression du géne WUS, qui
pré&senterait une regulation réroactive sur les genes CLV3 (Paulraj, 2013). De plus, il est admis
que I’équilibre CKs/AIA jouerait un role important dans le basculement entre la prolifération
et la diffé&enciation cellulaire atravers la réulation réroactive des genes CLV/WUS contrdant
ainsi I’initiation et la différenciation des méistémes (Leibfried et al., 2005 ; Cheng et al., 2010 ;
Su et al., 2011 ; Chandler et Werr, 2015 ; Azizi et al., 2015). Ce qui nous laisse penser que,
dans notre é&ude, la modification du niveau d’expression de VVCLE25-1 serait plut& due &

la modification des équilibres hormonaux ABA-AIA-CKs,
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voire d’autres phytohormones, qu’a un effet direct de PABA. Le fait que le traitement &
base de fluridone puisse avoir les mémes effets sur I’expression de VWVCLE25-1 que 1’apport

exogéne d’ABA conforte cette hypothése. Ainsi les effets sur I’expression de VVCLE25-1 ne

seraient pas induits uniquement par I’ABA exogene, mais aussi par la modification de la voie

de biosynthese des caroténoles en entramant des modifications d’équilibres AIA/CKs

(Vysotskaya et al., 2009 ; Du et al., 2013 ; Stetsenko et al., 2015).

Contrairement aVvCLE25-1, VWTFL1a est surexprimédans les bourgeons traité& avec
de I’ABA exogéne et du fluridone. VVTFL1a est connu pour son implication dans le maintien
du MAC et la répression de la diffé&enciation des mé&isténes et de la floraison (Boss et al.,
2006 ; Carmona et al., 2007 ; Yao et al., 2010 ; Yang et al., 2011 ; Crane et al., 2012). Ainsi,
la surexpression de ce géne aprés un apport d’ABA exogene rérimerait la diff&enciation
et la ramification des PI et semble donc &re bien en cohéence avec la sous-expression de
VVCLE25-1 observé. En revanche, la surexpression de ce gene aprés un traitement abase de
fluridone semble indiquer que comme VVCLE25-1, VVTFL1a ne serait pas regulédirectement
par ’ABA mais via les équilibres hormonaux CKs/AIA et CKs/GA (Boss et al., 2006 ;
Randoux et al., 2012 ; Crane et al., 2012 ; Mimida et al., 2013). Les données bibliographiques
sont diverses et confuses en raison des types de traitement, des concentrations appliquéss ou
des stades pour é@nettre une hypothese fiable quant au mode de ré&julation par telle ou telle
hormone. Dans notre cas, il semblerait donc que ce géne soit principalement régulépar la
diminution de I’AIA, des cytokinines ou des deux comme cela a pu @re démontré chez
Arabidopsis thaliana, le pommier et la vigne (Guan et al., 2006 ; Crane et al., 2012 ; Mimida
etal., 2013).

Les genes MFT sont connus en tant qu”homologues de FT/TFL1, et semblent jouer aussi
un réle dans I’induction de la floraison en favorisant la transition du méristéme végétal en
me&istane floral dans nombre de plantes (Yoo et al., 2004 ; Carmona et al., 2007 ; Hedman et
al., 2009 ; Lietal., 2012 ; Randoux et al., 2012). Dans notre étude, ’expression de VVMFT1
est fortement induite par ’ABA exogeéne. Contrairement aVvCLE25-1 et VVTFL1a, le
traitement avec du fluridone ne semble pas avoir d’effets sur VVMFT1 montrant bien que
VVMFT1 pourrait &tre régulé positivement et directement par ’ABA comme cela a dga
éé&rapportée dans plusieurs éudes chez Arabidopsis thaliana, Hevea brasiliensis, Jatropha
curcas et le peuplier (Mohamed et al., 2010 ; Xi et al., 2010 ; Tao et al., 2014 ; Bi et al., 2016).
Ainsi, pour la premi&e fois, nous avons montréles effets de I’ABA sur VVMFTL1 chez la vigne,
ce qui conforte les travaux deerivant les modes de ré&ulation de la famille des FT chez les

autres plantes. Cependant, les conséguences exactes de la surexpression de VVMFT1 induite
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par I’ABA durant cette phase d’ontogenése sur la diffé&enciation et la ramification des PI restent
difficiles &éablir par le manque de mesures posté&ieures de la fertilitédes bourgeons.

Ainsi, nous venons de montrer que I’augmentation des teneurs en ABA dans le bourgeon
modifiait de maniére plus ou moins significative les marqueurs d’induction, d’initiation et de
ramification identifié au chapitre pré&&lent et pouvait avoir un impact potentiel sur la fertilité
réelle apparente et le rendement final. Malheureusement, en raison de I’application de ces
traitements sur des rameaux qui n’ont pas pu &re gardés ala taille, il nous a &@&impossible de
réliser les mesures de fertilit€éet de rendement. Né&nmoins cette éude pr&iminaire, nous
permet d’apporter quelques données nouvelles, via les mécanismes de régulation par I’ABA,
pour émettre une hypotheése sur la diminution de rendement en anné N+1 induite par un stress
hydrique durant la phase d’ontogenése des PI comme décrit par Guilpart et al. (2014). En cas
de stress hydrique, cette hormone s’accumulerait de maniére suffisante pour (i) réluire
les teneurs en cytokinines et auxines limitant ainsi la force de puits des organes préormés
dans le bourgeon et (ii) induire une sous-expression de VVCLE25-1 et une surexpression

de VVTFL1a limitant ainsi les capacités d’ontogenése des primordia inflorescentiels.
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II. Effets de la «mise a D’obscurité des bourgeons >» sur
Pinitiation, la différenciation et la ramification des primordia

inflorescentiels

Depuis plus de 50 ans, de nombreux auteurs s’accordent pour dire que la lumiére,
notamment son intensité€est un facteur externe primordial du contr@e de I’initiation et de la
diffé&enciation des PI et pourrait impacter consid&ablement la fertilitédes bourgeons (Antcliff
et al., 1955 ; May et Antcliff, 1963 ; Baldwin, 1964 ; Buttrose, 1970 ; Kliewer, 1982 ; Dry,
2000). Cependant, la plupart des éudes portant sur les effets de la lumiée a é&érélisé en
conditions contrdées et les meéanismes de réyulation de la fertilité des bourgeons par

I’intensité lumineuse restent encore peu compris.

Dans notre étude, d’éventuels indicateurs et marqueurs de 1’initiation, la différenciation
et la ramification des PI, ont &é&identifié& et pré&sentés dans les chapitres pré&édents. Certains
d’entre eux comme les cytokinines, les sucres et les génes impliqués dans les mécanismes de
ramification sont donné& dans la bibliographie comme fortement ré&ulé& par la lumiée
(Choubane et al., 2012 ; Demotes-Mainard et al., 2016 ; HuchéThd@ier et al., 2016 ; Roman et
al., 2016), mais aucuns travaux sur vigne cultives en plein champ n’ont jamais reporteces effets.

Pour cela nous avons mener une exp&imentation visant &é&valuer indirectement les
effets de la lumiée par la mise a I’obscurité des bourgeons sur les indicateurs et marqueurs mis
en &idence dans le chapitre pré&é&lent. Trois dates de mise a 1’obscurité ont &érealiséss :

- Obs35, correspondant aune mise a 1’obscurité preeoce a35JAD au dévut de la phase
d’organogenése, pour une durée de 124 jours de noir,

- Obs60 correspondant & une mise a I’obscurit¢ & 60JAD au milieu de la phase
d’organogengése et début de la phase d’ontogenése, pour une durée de 99 jours

- Obs103 correspondant aune mise a 1’obscurité tardive al103JAD ala fin de la phase
d’ontogenése, pour une durée de 56 jours.

Cette exp&imentation menée en 2016 sur la méne parcelle de Merlot a eu pour objectif
de (i) confirmer le rde potentiel de ré&yulation de la lumiére sur les indicateurs pré&&emment
identifiés, (ii) d’évaluer I’'impact de 1’absence de lumiére sur les mécanismes de 1’initiation, de
la diffé&enciation et de la ramification des PI, (iii) d’apporter les premiéres explications sur
I’effet de certaines pratiques culturales capables de modifier la luminosité de la vigne pendant

le développement des bourgeons au cours de leur premiée année de développement.
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Figure 69 : Effets de la duré& de mise a I’obscurité sur le poids moyen des bourgeons NO, N1 et N2 en
2016.
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Figure 70 : Comparaison microscopique des primordia formé& dans les bourgeons NO, N1 et N2 en
fonction de la date de mise a I’obscuritéen 2016. (A-C) : témoins ; (D-F) : Obs60 et (G-1) : Obs103.

ma: méristéme d’apex ; mi: méistéme inflorescentiel ; an: anlage; pf: primordium foliaire; pi: primordium
inflorescentiel ; b : bracté& ; rp : ramification primaire ; rs : ramification secondaire ; ba : bourgeon axillaire



I1.1. Ré&ultats

11.1.1. Effets de la mise a I’obscurité sur le poids moyen et I’organisation ontogénique
des bourgeons
La Figure 69 montre les effets de la mise a 1’obscurité sur le poids moyen des bourgeons
en fin de pé&iode de développement. Les mesures de poids ré&lisées montrent que la mise &
I’obscurité, la p&iode et la duré de la mise a I’obscurité impactent le poids final du bourgeon.
Plus la mise a I’obscurité est préeoce et/ou longue, plus le poids est diminué La derni&e mise
a I’obscurité au stade 103JAD, correspondant a 56 jours d’obscurité, ne modifie plus le poids.

Ces effets sont similaires quel que soit le type de bourgeon consid&é

Les effets de la mise a 1’obscurité sont é¢galement visibles sur 1’organisation ontogénique
des bourgeons (Figure 70). Les coupes microscopiques réliséss dans les diffé&ents bourgeons
montrent des différences d’organisation des PI en fonction de la période et de la durée de mise
a ’obscurité Le développement des Pl initié dans les bourgeons mis au noir au stade 60JAD,
soit pendant 99 jours, est redluit et celui-ci reste a 1’état juvénil par rapport aux témoins,
notamment dans les bourgeons NO (Figures 70D et 70E). Lorsque la mise a 1’obscuritéest
appliquée plus tardivement, au stade 103JAD a la fin de ’ontogénése, les effets sont moins
marqués et les Pl pré&entent un degréde ramification peu diffé&ent de celui des t@noins (Figures
70G et 701).

11.1.2. Effets de la mise a D’obscurité sur les teneurs en ABA libre, AIA libre et
cytokinines
La mise a I’obscurité des bourgeons module de maniée plus ou moins importante les

teneurs des hormones éudiess (Figure 71).
L’ABA libre n’est absolument pas impacté (Figure 71A).

L’effet sur les teneurs en AIA est relativement d&icat aexpliquer en raison des teneurs
tres faibles ace stade, ala limite du seuil de quantification (Figure 71B). Né&anmoins, il
semblerait que les bourgeons NO et N1 voient leurs teneurs en AlA libre chuter et ceci pour les

trois durées de traitement (Figure 71B).

Enfin, concernant les CKs, la seule forme déectee au stade de préévement des
bourgeons est tZ9G, la forme inactive. Aucune différence n’est constatée dans les bourgeons

traité par rapport aux t@moins, ni entre les diffé&ents types de bourgeons (Figure 71C).
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11.1.3. Effets de la mise &l’obscurité sur I’expression des génes remarquables VVCLE25-
1, WTFLlaet VVWMFT1
Les effets de la mise a I’obscurité sur 1’expression des génes remarquables identifiés

pré&edemment sont pré&entés dans la Figure 72.

VVMFTL1 et VVCLE25-1 sont plus ou moins surexprimés et de maniée conservee pour
les mises au noir a60JAD et 103JAD (Figures 72A et 72C). Par contre, I’effet inverse est
observeélorsque la mise a I’obscurité est r&lisé pré&océment avec une sous expression de ces

genes pour les bourgeons NO.

En revanche, VVTFL1a semble moins impacter sauf pour les bourgeons N1 dont le

niveau d’expression est diminué pour toutes les dates de traitement (Figure 72B).

11.1.4. Effets de la mise a ’obscurité sur les teneurs en glucides
La Figure 73 présente les effets de la mise a 1’obscurité des bourgeons sur les teneurs

en sucres.

Les teneurs en sucres assimilables (D-glucose et D-fructose) sont faiblement impactéss
par la mise a 1’obscurité. N&anmoins, les sucres solubles ont tendance adiminuer dans les
bourgeons mis au noir préocé@nent au stade 35JAD, et daugmenter dans les bourgeons mis au
noir plus tardivement aux stades 60JAD et 103JAD (Figures 73A et 73B).

Par contre, le saccharose voit ses teneurs fortement augmenter (parfois tripler) lorsque

les bourgeons sont mis au noir au cours de la phase d’organogenése a 35JAD et 60JAD (Figure

730).

En ce qui concerne I’amidon, les teneurs ne sont modifiées que pour le bourgeons N1,
avec pour les trois dates/duree de mise a I’obscurité un effet positif sur I’accumulation de ce

sucre de réserve (Figure 73D).
11.2. Discussion

Depuis plus de 50 ans, de nombreux auteurs s’accordent pour dire que la lumiére,
notamment son intensitéest un facteur externe primordial du contrdle de I’initiation et de la
diffé&enciation des Pl et pourrait impacter considéablement la fertilitédes bourgeons (Antcliff
et al., 1955 ; May et Antcliff, 1963 ; Baldwin, 1964 ; Buttrose, 1970 ; Kliewer, 1982 ; Dry,
2000). Cependant, la plupart des éudes portant sur les effets de la lumiee ont &ér&ilisé en
conditions contrdeées et les mé&anismes de ré&ulation de la fertilit€édes bourgeons par
I’intensité lumineuse restent encore peu compris. En arboriculture et viticulture, les nombreuses

pratiques culturales comme le rognage, 1’échardage ou I’effeuillage modifient la forme et la
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taille de la canopée, pouvant entramer des changements au niveau de la filtration de la lumiére
solaire et ainsi la perception de I’intensité lumineuse par les bourgeons (Stephan, 2007 ;
Carbonneau et al., 2015).

Pour la premiée fois en plein champ, nous mettons en évidence que 1’absence de
lumiére peut modifier les méanismes de construction des pi€ees inflorescentielles en impactant
de maniee plus ou moins importante 1’équilibre hormonal, 1’expression des génes
remarquables de cette phase et la réoartition des assimilats carbonés ; induisant ainsi une

modification de la structure des PI.

La mise a I’obscurité plus ou moins longue et plus ou moins pré&oce a modifié
considé&ablement le poids des bourgeons et la taille des PI. Plus la mise a I’obscurité est
précoce, plus ’impact est important, ce qui laisse supposer que pendant la phase
d’organogenése se met en place un ensemble de mécanismes cellulaires qui
conditionneront les activites ontogéniques réluisant ainsi la fertilitédu bourgeon comme
I’ont déja démontré Antcliff et al. (1955), May et Antcliff (1963), Baldwin (1964), Buttrose
(1969a), Kliewer (1982), Petrie et Clingeleffet (2005), Sanchez et Dokoozlian (2005) et Greven
et al. (2005). La lumié&e peut agir sur les méeanismes cellulaires de deux maniéres : soit
directement en stimulant 1’expression de génes clés (Almada et al., 2009 ; Roman et al., 2016)
ou les teneurs en hormones comme les cytokinines (Roman et al., 2016) soit indirectement via
I’activité photosynthé&ique (Buttrose, 1968 ; Morgan et al., 1985 ; Dry, 2000 ; Sanchez et
Dokoozlian, 2005 ; Vasconcelos et al., 2009).

Dans notre cas, il est assez difficile de faire des parallées directs avec les travaux cité&s
pr&é&lemments car seuls les bourgeons ont été mis au noir, ce qui n’affecte en rien ’activité
photosynthetique et le bilan carbone de la plante entiére. En revanche, il est possible d’orienter

notre discussion vers les effets directs sur les acteurs du mé&abolisme du bourgeon lui-méne.

En ce qui concerne les hormones, la mise a ’obscurité n’affecte que ponctuellement
les teneurs des régulateurs de croissance étudiés et seul I’AIA voit ses teneurs diminuer.
Mais en raison des tres faibles teneurs déectés il convient de rester prudent vis-avis des
résultats obtenus et des interprétations possibles malgré 1I’importance de la bibilographie sur ce

sujet.

Pour les sucres, les effets varient selon la date/duré de mise a 1’obscurité : la mise &
I’obscurité préeoce provoque une dimunition des sucres solubles et une augmentation du

saccharose, la mise a I’obscurité 260JAD entrame une augmentation des sucres solubles
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et de saccharose alors que la mise a I’obscurité tardive n’induit qu’une augmentation des
sucres solubles sans modifier les teneurs en saccharose. Ces réonses vari€es semblent &re
directement liées a la période d’application et pourraient étre soit la résultante d’un stress
provoqué par ’absence de lumiére, soit la résultante d’une mauvaise utilisation des sucres
solubles. En raison de la non modification des concentrations en régulateurs hormonaux il est
difficile d’orienter notre discussion plus vers une hypotheése que 1’autre. D’un coté¢, il a été
rapportéchez la pomme de terre (Chincinska et al., 2008) que le saccharose pouvait augmenter
dans les feuilles en absence de lumiere en raison de la diminution de 1’activité du transporteur
SUT4; ce qui permettrait d’expliquer les évolutions inverses des sucres solubles et du
saccharose pour la mise a 1’obscurité pré&oce. Pour Roman et al. (2016), la lumiée activerait
la biosynthése des CKs ce qui augmenterait la force des puits et activerait les genes clé du
méabolisme des sucres, ceci convergeant avec les données de Roitsch et Ehnef3(2000) sur la
stimulation des activités invertases par les cytokinines. Ainsi, dans notre cas, I’accumulation
du saccharose pourrait aussi &re due aces mé&anismes, mais nous n’avons pas pu observer de
diminution significative de cytokinines (du moins au moment ou nous avons ralisé le
préd&ement). D’un autre c6té, de nombreux travaux comme ceux de Roldan et al. (1999),
démontrent que le stress induit par I’obscurité peut limiter la morphogenése et entramer
une mobilisation du saccharose par non utilisation des sucres solubles. Cette hypothése
conforte nos observations pour la mise a 1I’obscurité pré&oce mais pas pour la mise a 1’obscurité
a60JAD oules teneurs en sucres solubles et en saccharose augmentent. On pourrait alors penser
que la mise a I’obscurité 260JAD provoquerait ace moment laun stress plus important
en raison peut étre de I’activité cellulaire intense li¢e a I’organogeneése et I’ontogenese, comme
I’ont démontré plusieurs auteurs, il se produirait alors une augmentation en sucres solubles
comme mol&ules de tolé&ance aux stress (Creelman et al., 1990 ; Kerepesi et Galiba, 2000 ;
Carrari et al., 2004 ; Liu et al., 2004 ; Pospisilova et al., 2005 ; Seki et al., 2007 ; Yin et al.,
2010). Dans tous les cas, les deux hypothéses s’accordent pour expliquer le fait que
I’augmentation du saccharose peut €tre la conséquence d’une plus faible disponibilité en sucres
solubles ré&luisant les activités cellulaires et pouvant expliquer pourquoi les Pl formées dans les

bourgeons mis au noir pré&ocement sont moins ramifiés.

Enfin, ces variations pourraient aussi &@re reliées aux modifications du niveau
d’expression des génes. La surexpression de VVMFT1 peut étre reliée a ’accumulation de
saccharose comme le proposent Sun et al. (2017) qui viennent de démontrer chez le
chrysanthéme que certains genes de la famille des MFT/FT/TFL pouvaient &re reulé

positivement par le saccharose. Il semblerait &alement que les génes de la famille
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MFT/FT/TFL pourraient &re réulé& par la photop€&iode dans le cadre de la coordination de la
floraison (Kobayashi et al., 1999 ; Yoo et al., 2004 ; Kikuchi et al., 2009 ; Li et al., 2014) et
donc voir leur niveau d’expression modifié en fonction de la durée de la p&iode nocturne. Enfin,
pour Physcomitrella patens, Hedman et al. (2009) ont rapporté que les nivaux d’expression des
genes MFT2, 3 et 4 varient au cours de la période d’obscurité de maniére oscilatoire. De méne,
chez Hevea brasiliensis, le géne MFT1 présente des variations de niveau d’expression dans les
conditions d’obscurité, laissant les auteurs supposer que ce gene répondrait fortement aux
conditions lumineuses, et jouerait un r@e dans le contr@e du timing de la floraison (Bi et al.,
2016). Ces hypothéses permettent d’illustrer les modifications d’expression de VVMFT1
et de VVCLE25-1 en lien avec I’augmentation des teneurs en saccharose pour la mise &

I’obscurité 260JAD et 103JAD.

Dans le chapitre pré&élent nous avons montréque ces deux genes joueraient un rde
dans la réyulation et le contrde du développement en participant ala régulation et la
diffé&enciation cellulaire des mé&istames apicaux et laté&aux. Ainsi, leur surexpression durant
la phase d’ontogenése favoriserait la différenciation et la ramification des méist@mes
inflorescentiels (Clark et al., 1995 ; Autran et Traas, 2001 ; Lenhard et Laux, 2003 ; Heidstra
et Sabatini, 2014 ; Yang et Jiao, 2016 ; Morot-Gaudry et al., 2017). Au contraire, lorsque le
bourgeon est mis au noir au début de I’organogenése, ces deux génes sous exprimés
(surtout dans NO) pourraient alors ré&luire la formation et la ramification des PI induisant
ainsi la diminution du poids et des ramifications comme observé. Comme nous 1’avons
&jalement montrélors des expérimentations utilisant I’ABA exogene, ces génes semblent étre
régulés par les équilibres hormonaux, ce que nous n’avons pas pu vérifier en raison d’un seul
préésement en fin de cycle. Des pré&évements tout au long du cycle de déseloppement nous
auraient vraisemblablement permis d’observer des variations d’équilibre hormonal et

d’expression de geéne.

Ainsi la réonse au manque de lumiére pourrait varier selon la p&iode et/ou la duré& de
mise a I’obscurité. Nos expérimentations ne nous permettent pas d’évaluer si les effets observés
sur la morphologie, les teneurs en assimilats carbonés et 1’expression des génes sont dus a la
période ou a la durée d’application. Pour étudier ces effets, nous aurions dQrealiser trois types
d’expérimentations supplémentaires en appliquant a des dates différentes la méme durée
d’obscurité. Mais dans tous les cas, nous pouvons affirmer que ’absence de lumiére induit
une limitation de la formation des primordia inflorescentiels qui se traduit par une
diminution du poids des bourgeons et une moindre ramification des PI. Ces altéations
des mécanismes d’ontogenése et d’organogenése semblent étre directement liées aux

teneurs en sucres et adeux genes remarquables que sont VVMFT1 et VVCLE25-1 tous
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deux impliqué& dans les méanismes de ramification des Pl. La mise a I’obscurité pré&oce
pendant la formation des PI réduit I’expression de ces geénes et limite la disponibilité en sucres
solubles provoguant la forte chute du poids du bourgeon et le blocage du passage de la phase
d’organogenése a l’ontogenése. Une régulation hormonale semble étre privilégiée mais
demande aére confirmee. La mise a I’obscurité a la fin de la phase d’organogenése entrame
au contraire une surexpression de ces deux geénes avec accumulation de sucres solubles et
saccharose mais de mani&e insuffisante pour permettre au Pl de se ramifier correctement. Outre
une possible régulation par les réulateurs hormonaux, une ré&yulation par le saccharose semble
plus approprié. Enfin, la mise a ’obscurité tardive en fin de phase d’ontogenése augmente
également 1’expression de VVMFT1 et VVCLE25-1 mais aussi les teneurs en sucres solubles
sans induire a priori de stress, permettant ainsi de rattraper partiellement le retard de

ramification.
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I11. Effets de P’effeuillage sur Pinitiation, la différenciation et la
ramification des primordia inflorescentiels des bourgeons latents

de vigne

L’effeuillage est une pratique viticole qui consiste a enlever une partie des feuilles situées
dans la zone fructifere afin d’améliorer 1’état sanitaire et la maturation des grappes en favorisant
I’aération et 1’ensoleillement des fruits. Généralement effectuée entre nouaison et véraison,
cette pratique est courante dans la région bordelaise et systématiquement utilisé& dans notre
vignoble expérimental. Si les effets positifs sur ’amélioration de 1’état sanitaire et la maturation
des fruits sont largement dénontré& (Beauchet et al., 2014), le risque principal de cette
technique est une surexposition des fruits pouvant induire une dégradation préoce des
présurseurs ar@natiques ou des phénomeénes d’échaudage. De plus, Candolfi-Vasconselos et
Koblet (1990), Lebon et al. (2005) et Vaillant-Gaveau et al. (2014) ont dénontréqu’aprés un
effeuillage préoce autour de la floraison- nouaison, la croissance et les performances de la
vigne &aient significativement impactees les années suivantes. Enfin, de nombreux travaux ont
¢galement prouvé que I’effeuillage précoce pouvait réduire le compactage des grappes (Poni et
al., 2006). Aujourd’hui, le contexte de changement climatique oblige les viticulteurs aréfl&hir

leurs pratiques viticoles et notament I’effeuillage.

Les réultats obtenus dans la partie IT de ce chapitre ont mis en évidence 1’importance
de la lumiée sur les meésanismes de production et de formation des primordia inflorescenciels.
En @iminant partiellement ou totalement les feuilles dans la zone fructifée entre nouaison et
véaison, les bourgeons qui se situent dans cette zone voient leur exposition ala lumiee
augmenter. On peut donc se poser la question de I’impact de cette pratique ou au contraire de
son absence, sur la formation des primordia inflorescentiels dans les bourgeons. Pour cette
raison, une exp&imentation visant acomparer la composition de bourgeons issus de plantes
effeuillés et non effeuillés a &&mise en place sur la parcelle de Merlot dgaé&udiee. La
pratique courante du viticulteur &ant ’effeuillage d’une face au stade petit pois (L03JAD), les
souches effeuillées seront considé&és comme «témoin >»en comparaison des souches non

effeuillées.
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I11.1. Ré&ultats

111.1.1. Effets de I’effeuillage sur le poids moyen des bourgeons, la fertilité apparente et
le volume des grappes

Les effets de I’effeuillage sur le poids moyen des bourgeons, la fertilité¢ potentielle

apparente et le volume des grappes sont présentés, et aucune diffé&ence significative n’a été

observee (Figure 74).

Nous tenons a préciser ici, que ces mesures sont a relativiser puisqu’elles ont été
réalisées en 2017 aprés I’épisode de gel qui a pu impacter le développement des inflorescences

ma@éme si notre parcelle ne pré&entait pas de syndrénes sévées de gel.

111.1.2. Effets de I’effeuillage sur les teneurs en ABA libre, AIA libre et cytokinines
Les modifications des teneurs en ABA libre, AlA libre et CKs dans les bourgeons suite

aun effeuillage sont pré&entées (Figure 75).

Nos réultats dénontrent que le maintien du feuillage entrame une augmentation
significative des teneurs en ABA dans les bourgeons en fin de cycle (Figure 75A) contrairement

aux teneurs en AlA qui diminuent dans ces mé&ne bourgeons (Figure 75B).

A T’image de I’ABA, les teneurs des deux formes actives de CKs déectés (tZR et
tZROG) sont reduites dans les bourgeons issus de plantes effeuillés . Les effets sont

particuliéement nets pour les bourgeons situés sur les noeuds NO (Figures 75C et 75D).

111.1.3. Effets de D’effeuillage sur I’expression des génes remarquables VVCLE25-1,
VWTFLlaet VVWMFT1
Les modifications d’expression des genes suite a 1’effeuillage sont représentées Figure
76.

Le non effeuillage, provoque une surexpression massive de VVCLE25-1 (de 5 &10 fois)
pour I’ensemble des bourgeons (Figure 76A) ainsi qu’un augmentation plus faible mais

significative du niveau d’expression de VVMFT1 dans le bourgeon N2 (Figure 76C).

Au contraire, VVTFL1a voit son niveau d’expression réduit dans les bourgeons issus de

plantes non effeuillés (Figure 76B), sans diffé&ence significative entre les types de bourgeon.

111.1.4. Effets de I’effeuillage sur les teneurs en glucides
L’effeuillage provoque également des modifications de teneur en glucides dans les

bourgeons (Figure 77).
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Le D-Glucose et le D-Fructose voient leurs teneurs augmenter dans les bourgeons issus
de plantes non effeuillées (Figures 77A et 77B), alors qu’aucun effet significatif n’est

observable pour le saccharose (Figure 77C) et I’amidon (Figure 77D).
I11.2. Discussion

L’impact de I’effeuillage sur le rendement de I’année en cours et de ’année suivante est
un sujet qui inté&esse de nombreux chercheurs depuis presque 30 ans. Diverses éudes ont
rapporté qu’en fonction de la période et de I’intensité de I’opération (effeuillage sur une face
ou double face), I’effeuillage a un impact plus ou moins important sur le rendement de I’année
en affectant essentiellement le poids des baies (Candolfi-Vasconcelos et Koblet, 1990 ; Koblet
et al., 1994 ; Howell et al., 1994 ; Caspari et al., 1998 ; Bennett et al., 2005). En revanche, si
les effets de 1’effeuillage sur le rendement de I’année en cours sont relativement convergents,
ils sont beaucoup plus controversés en ce qui concerne la fertilit€potentielle apparente des
bourgeons latents et le rendement de I’année suivante. Pour certains auteurs, les effets de
I’effeuillage sur la fertilité potentielle apparente des bourgeons sont nuls (Zoecklein et al., 1992 ;
Howell et al., 1994 ; Koblet et al., 1994 ; Poni et al., 2006), pour d’autres, ils sont négatifs en
réluisant les activité photosynthéiques, et donc la disponibilitéen glucides assimilables et de
réserve (Candolfi-Vasconcelos et Koblet, 1990 ; Bennett et al., 2005) et enfin pour une autre
catégorie, positifs en modifiant le microclimat (tempéature, lumiée, humiditérelative) de la
zone fructifée (Bledsoe et al., 1988 ; Kliewer et Smart, 1989 ; Reynolds et al., 1996 ; Sanchez
et Dokoozlian, 2005). De ce fait, les effets de I’absence ou de la présence de feuilles n’ont pas
réellement été étudiés sur les mécanismes régulant les phases d’ontogenese et d’organogenese

en lien notament avec ’effet de la luminosité.

L’objectif de cette exp&imentation éait, gré&e aux résultats obtenus dans la partie
précédente de ce chapitre, d’identifier un lien potentiel entre la pratique de I’effeuillage (ou du

non effeuillage) et la modification potentielle de la luminositésur le bourgeon.

Dans notre étude, I’effeuillage qui est la pratique témoin a été effectué sur une face, coté
nord a 103JAD, soit en pleine phase d’ontogenése et correspondant au stade phénologique
«petit pois » Le non effeuillage ace stade-1a n’affecte pas significativement le poids moyen
des bourgeons, la fertilité potentielle apparente et le rendement estimé de 1’année suivante,
corroborant les observations de Zoecklein et al. (1992), Howell et al. (1994), Koblet et al. (1994)
et Poni et al. (2006).
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Cependant, le maintien des feuilles induit des effets importants sur les teneurs en
hormones, en sucres solubles ainsi que sur I’expression des geénes, et ceci de maniére plus
marquee que le traitement de mise a 1’obscurité appliguéau méne stade laissant supposer que
ces effets ne seraient pas en lien avec la diminution de la luminositéinduite par la pré&sence de

feuilles.

Lorsque le feuillage est maintenu, les sucres solubles sont augmentés ainsi que les
teneurs en cytokinines et en acide abcissique alors que I’AIA voit ses teneurs r&luites. En
ce qui concerne ’expression des genes, VVTFL1a est répriméalors que VVCLE25-1 est
surexprimé. Au regard des résultats obtenus dans les chapitres précédents, I’évolution de
tous ces indicateurs nous laissent penser que le maintien du feuillage favoriserait la
ramification des Pl gr&e aune meilleure disponibilitédes sucres (Zapata et al., 2004 ;
Lebon et al., 2006 ; Lebon et al., 2008 ; Vaillant-Gaveau et al., 2014), une diminution des
phéomeénes de dominance apicale en raison de la chute de ’AIA (Bessis 1965) et une
stimulation de la division cellulaire par les cytokinines actives (Roman et al., 2016), les
sucres (King et Evans, 1991 ; Heyer et al.,, 2004 ; Turnbull, 2011 ; King, 2012) et la
surexpression de VVCLE25-1 en lien avec la répression de VVTFL1a (Pearce et al., 1991 ;
Clark et al., 1995 ; Joly et al., 2004 ; Boss et al., 2006 ; Yao et al., 2010 ; Tominaga-Wada et
al., 2013 ; Morot-Gaudry et al., 2017).

Par contre, nos résultats ne nous permettent pas réellement d’émettre une hypothése sur
le mode de fonctionnement de ces mé&anismes entre eux, plusieurs niveaux de r&gulation
pouvant &re envisagés. Comme démontrépré&alemment, la surexpression de VVCLE25-1 et la
sous-expression de VvTFL1a seraient toutes les deux impliqués dans le contrde
mé&isténatiques en favorisant la diffé&enciation et la ramification des primordia inflorescentiels,
en rérimant la maintenance du MAC et des primordias non diffé&enciés (Pearce et al. , 1991 ;
Clark et al., 1995 ; Joly et al., 2004 ; Boss et al., 2006 ; Yao et al., 2010 ; Tominaga-Wada et
al., 2013 ; Morot-Gaudry et al., 2017). Les sucres solubles, outre leur rde nutritif, pourraient
intervenir dans les méanismes de reégulation de ces génes et les voies de signalisation de la
transition florale (King et Evans, 1991 ; Heyer et al., 2004 ; Turnbull, 2011 ; King, 2012). Chez
Arabidopsis thaliana, 1’activité photosynthétique pourrait méme réguler 1’expression du géne
FT (King et al., 2008) et chez la vigne, un traitement avec du saccharose régule négativement
I’expression de VVTFL1a (Yang et al., 2011), confortant nos observations. Mé&ne si les sucres
doivent &re considéé& comme des facteurs essentiels de r&julation de ces mé&anismes, nous
devons aussi envisager le rde possible des ré&yulateurs hormonaux dont les teneurs varient de

maniée importante. En effet, il est bien connu que 1’AIA et les cytokinines fonctionnent de
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maniée antagoniste dans le bourgeon, les auxines supportant I’activité méristématique, alors
que les cytokinines actives comme tZR et tZROG sont impliquées majoritairement dans le
contrde des me&sanismes de diffé&enciation (Moubayidin et al., 2009). Dans notre cas, cette
relation antagoniste est parfaitement démontré& dans les bourgeons NO avec une inversion
trés nette des &juilibres AIA/CKs actives entre les essais effeuill& et non effeuillé&. Roman
et al. (2016), ont démontré que I’augmentation des CKs am@iorait la force des puits en
activant les genes clé du mé&abolisme des sucres et qu’il existait une relation positive entre ces
deux types de familles de moléeules, ce qui confirme nos observations. Mais pour ces auteurs,
cette activation était liée a une meilleure exposition a la lumiére, ce qui n’est pas le cas dans
nos travaux puisque ce sont les bourgeons issus des plantes non effeuillées (donc
potentiellement qui sont moins &lairés) qui voient é&oluer de maniee similaire sucres et CKs.
On peut donc imaginer, qu’ici cela ne soit pas un effet de la lumiére mais peut étre un effet des
&uilibres organe sources/organes puits. En effet, en laissant le feuillage, 1’activité
photosynthétique est tout simplement plus importante favorisant alors 1’accumulation des
sucres et donc celles des cytokinines. En revanche, il nous est difficile d’expliquer pourquoi
dans ces bourgeons les teneurs en ABA sont plus importantes et pourquoi contrairement aux
résultats obtenus au paragraphe I de ce chapitre, I’accumulation d’ ABA n’entraine pas une sous-

expression de VVCLE25-1 et une surexpression de VvTFL1a.

Les effets du maintien du feuillage sont donc complexes car mé&ne s’ils diminuent la
luminositédes bourgeons, les réultats obtenus ne sont que partiellement similaires aux essais
de mise a I’obscurité (effets similaires sur I’expression des genes ala mise a 1’obscurité tardive).
Ils sont aussi parfois contradictoires avec ceux obtenus lors des applications d’ABA.
L’hypothese du role des feuilles en tant que régulateur des relations organe source/organe puit
et du rde des sucres comme signal des &juilibres hormonaux et régulation de I’expression des
genes semble privilggiee. Cette hypothése peut &re éayee par le fait que nous observons des
effets en fonction de la présence de I’organe oppositifolié. En effet, Xing et al. (2015) ont
montrédans le cas de la pomme (Malus domestica Borkh.) que le changement des éjuilibres
hormonaux et des teneurs en glucides éaient dynamiques au cours des diffé&ents stades de
difféenciation des bourgeons floraux. De méme, Lebon et al. (2006) montrent que le contenu
glucidique des inflorescences variait selon les cépages et selon I’activité glucidiques de feuilles.
De ce fait, il nous semble possible de supposer que le comportement spe&ifique du bourgeon
NO serait liéa 1’absence de 1’organe oppositi-foliémodifiant ainsi les &uilibres sources/puits,

le bourgeon latent pourrait alors devenir un puit prioritaire au niveau de ce noeud.
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Ces premiers résultats, montrent que le fait de réliser un effeuillage au niveau de la
zone des grappes impacte les éguilibres hormonaux, glucidiques et mol&ulaires. En 2016, dans
le cas de notre étude sur le Merlot a Bordeaux, il semble que ’effeuillage a impactéplut@
négativement les molécules et régulateurs de la différenciation des PI. La présence d’un organe
oppositifoliésemble éalement important dans la modulation de ces effets. Mais en raison du
gel de 2017 nous n’avons pas pu observer de diffé&ences significatives sur le rendement entre
les plantes effeuillés ou non. Ces résultats restent cependant inté&essants dans le contexte de
la reflexion autour de [Deffeuillage et il semble nécessaire de recommencer -cette
exp&imentation en incluant des modalités d’effeuillage plus précoce afin de mieux comprendre
I’impact des relations sources/puits et de 1’origine des glucides (réserves ou photosynthése),

notament pour la compréhension de I’induction de I’ontogencése.
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IVV. Discussion générale et conclusion

Les deux premiers chapitres de réultats nous ont permis de caracté&iser les phases clé&
du développement du bourgeon et d’identifier certains méabolismes pouvant moduler le
nombre de Pl et la taille des futures inflorescences. Au cours de chacune de ces phases, les
métabolismes identifiés semblent étre modulés par la lumiére, I’équilibre hormonal et la
disponibilitéen sucres. Dans le cadre de la culture de la vigne, ces facteurs peuvent varier selon
les conditions climatiques, les pratiques culturales ou la pression phytosanitaire et impacter
fortement le rendement (Zapata et al., 2004 ; Lebon et al., 2006 ; Lebon et al., 2008 ; Vaillant-
Gaveau et al., 2014 ; Guilpart et al., 2014), mais les mécanismes d’action restent encore mal
identifiés.

Dans ce chapitre, nous avons éaluéles effets de trois facteurs (&juilibre hormonal,
absence de lumiere et pratique de 1’effeuillage) sur les mécanismes de formation des PI afin de
mieux comprendre leur réle physiologique et d’estimer leur impact sur les premiées éapes de

la construction du rendement.

Les observations de Guilpart et al. (2014) sur le rendement et la détermination d’une
pé&iode critique entre 400 et 700<CJ ainsi que les réultats obtenus au cours du suivi hormonal
du bourgeon, nous ont amené asupposer que I’ABA pouvait étre un facteur important de
regulation de la fertilitédes bourgeons, notamment dans le cas d’un stress hydrique par son réle
dans la tolé&ance au stress hydrique (Cummins, 1973 ; Bray, 1988 ; Luan, 2002 ; Zhu, 2002,
Zhang et al., 2006 ; Zou et al., 2010). Ainsi en s’accumulant dans la plante en raison d’une
limitation en eau, ’ABA pourrait modifier les éjuilibres et donc moduler les mé&anismes

cellulaires dans le bourgeon.

Dans notre cas, ’apport exogéne d’ABA ou de fluridone (inhibiteur de la voie de
biosynthése des caroténomes) a totalement perturbéles &uilibres hormonaux, carbonés et
moléculaires. L’augmentation artificielle des teneurs en ABA a induit une chute des teneurs en
CKs et AIA limitant les activité cellulaires. Ces modifications se sont &alement
accompagnées d’une accumulation des teneurs en sucres assimilables qui pourraient soit étre
une réponse au stress induit par I’ABA aforte dose induisant une augmentation des sucres
solubles comme moléeules de tol&ance au stress (Creelman et al., 1990 ; Kerepesi et Galiba,
2000 ; Carrari et al., 2004 ; Liu et al., 2004 ; Pospisilova et al., 2005 ; Seki et al., 2007 ; Yin et
al., 2010) , soit &@re reliéala diminution des CKs dont on connait le lien avec les teneurs en
sucres assimilables (Roitsch et Ehnef3 2000 ; Mishra et al., 2009 ; Booker et al., 2010 ;
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Kushwah et Laxmi, 2014). Ces modifications biochimiques s’accompagnent ¢galement de
variation de 1’expression des geénes avec une sous-expression de VVCLE25-1 et une
surexpression de VVTFL1a, semblant pouvoir retarder la diffé&enciation et la ramification des
PI. Pour ces deux genes, I’ABA ne semblerait pas avoir une action directe sur leur niveau
d’expression qui serait plutot lié a 1’équilibre CKs/AIA. En revanche, en ce qui concerne
VVMFTL, nous avons montré que I’accumulation d’ABA entrainait une surexpression de
VWMFT1, illustrant le role positif de I’ABA sur le géne MFT comme dgarapportédans la
littérature et pour d’autres espéces (Mohamed et al., 2010 ; Xi et al., 2010 ; Tao et al., 2014 ;
Bi et al., 2016). Mais en raison, du manque de donnés de rendement en 2017, nos réultats ne
permettent que d’émettre des hypothéses. Cette exp&imentation doit &re obligatoirement
reconduite avec mesure des rendements finaux et observations microscopiques pour valider
notre hypothése. Il serait également intéressant d’évaluer dans des conditions de stress hydrique
les teneurs en ABA et les indicateurs du mé&abolisme de formation des Pl afin d’apporter des
explications physiologiques aux observations de Guilpart et al. (2014).

Pour la premiére fois, notre étude permet d’affirmer que I’augmentation des teneurs
en ABA dans le bourgeon au cours de la phase critique a entrameédes effets indéniables sur
’ensemble des métabolismes impliqués dans la formation des P1 et donc potentiellement sur

le rendement de ’année N+1.

L’analyse ACP a révélé la lumiere comme facteur environnemental commun et
important dans la caracté&isation de chaque éape du développement du bourgeon. Ce facteur
est dgaconsidéaeéprimordial dans les mé&anismes de formation du bourgeon depuis plus de 50
ans (Antcliff et al., 1955 ; May et Antcliff, 1963 ; Baldwin, 1964 ; Buttrose, 1970 ; Kliewer,
1982 ; Dry, 2000), mais pour la premiere fois il a @&évaluéen plein champ pour la vigne.

Notre éude vient de démontrer que I’absence de lumiére impactait les mécanismes
d’initiation, de différenciation et de ramification des PI en réduisant le poids des bourgeons et
en alternant le développement des structures secondaires des PI initiés. Cet effet est d’autant
plus marquéque la mise a ’obscurité des bourgeons est préoce et touche principalement le
métabolisme des sucres et le niveau d’expresion des génes étudiés. Pour les sucres, plusieurs
cas de figures sont observés en fonction de la p&iode de mise a 1’obscurité. Lorsqu’elle est
précoce (entre 35JAD et 60JAD) le saccharose s’accumule alors que les sucres solubles
diminuent, au contraire lorsqu’elle est plus tardive (apres la phase d’organogenése les teneur

en sucres assimilables (D-glucose et D-fructose) ont tendance a s’accumuler. En ce qui
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concerne les génes éudiés, la mise a 1’obscurité préeoce entrame de maniée géné&ale dans les
bourgeons NO une sous expression des VVCLE25-1, VVWMFT1 et VvTFL1a laissant supposer un
fort impact négatif sur I’ensemble des mécanismes de formation cellulaire. Plus tard, la mise a
I’obscurité entrame une sous-expression de VvTFL1a alors que VVCLE25-1 et VWMFT1 sont
surexprimés pouvant alors moduler les orientations cellulaires selon la date/durée de la mise &
I’obscurité. Mais en raison d’absence d’effets observés sur les indicateurs hormonaux, il est
encore difficile de proposer une hypothése visant aexpliquer les meéanismes de modulation
des activité cellulaires du bourgeon par le manque de lumiée, mais trois hypothéses en
fonction de la date/duré& de la mise a I’obscurité des bourgeons pourraient &re proposees en
faisant la comparaison de nos résultats avec les donnés de la litt&ature pour d’autres plantes.

Au tout début de 'organogenése (2 35JAD), 1’absence de lumiére pourrait induire une

diminutaion des activités cellulaires en raison de la sous expression de 1’ensemble des génes et

du blocage de transporteurs de saccharose comme cela a &éproposépar Chincinska et al.

(2008). Cette hypothese est illustrée dans notre cas par une forte diminutaion du poids des
bourgeons,du nombre et de la ramification des Pl traduisant le mauvais fonctionnement
cellulaire, une baisse de teneur en sucres assimilables et une accumulation de saccharose. Par
la suite, la mise a I’obscurité a la fin de la phase d’organogenése, période ou les activités
cellulaires atteindraient leur optimum, produirait un effet diffé&ent avec induction d’un stress
se traduisant par une accumulation des sucres solubles pour leur rde dans la toléance au stress
(Creelman et al., 1990 ; Kerepesi et Galiba, 2000 ; Carrari et al., 2004 ; Seki et al., 2007 ; Yin
et al., 2010). Les organes ayant engagés leur diffé&enciation méisténatique pourraient
poursuivre leur ramification gr&e aux sucres disponibles et ala surexpression de VVMFT1 alors
que le second PI encore dans sa phase d’initiation serait bloqué par 1’état de stress. Cette
hypothése est conforté par nos observations microscopigues puisgue nous pouvons noter que
le 1°" Pl formé&est ramifiémais que le second a du mal ase former, pouvant ainsi résduire
partiellement le poids des bourgeons. Enfin, la mise a I’obscurité des bourgeons tardive (&
103JAD) n’a plus beaucoup d’effets sur la fertilit¢é des bourgeons. Pourtant, les glucides
assimilables ainsi que VVCLE25-1 et VWMFT1 réondent &ce facteur environnemental, ce qui
nous fait penser que le ralentissement des activité cellulaires durant cette pé&iode pourrait

entramer un systéme de «rattrapage partiel >»du retard de ramification.

Cependant, nous n’avons pas pu établir ’impact réel de la mise a 1’obscurité sur le
rendement final en année N+1 en raison du gel de 2017 et on ne peut donc le lier qu’aux
observations microscopiques des bourgeons en fin de cycle. De plus, notre exp&imentation ne

nous permet pas de confirmer si la diminution de la fertilitédes bourgeons observer en fin de
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cycle est due &la date ou ala durée de I’absence de lumicre, il est donc indispensable de répéter

I’expérimentation en faisant varier date et durée de mise a 1’obscurité.

Comme pour de nombreux mé&abolismes, la lumiére est un facteur essentiel. Nous
montrons ici, que la suppression de lumiere impacte fortement les meéeanismes cellulaires de
formation des primordia inflorescentiels en modulant prééentiellement le méabolisme des
sucres et I’expression des génes Cl&. Plus la mise a I’obscurité est pré&oce et/ou longue, plus
le bourgeon présente des défauts d’organisation morphogénique pouvant impacter le

rendement final.

Enfin, au regard des résultats prdiminaires obtenus dans le cadre de I’expérimentation
de mise a I’obscurité et des donnés nouvelles apportées sur le rde des sucres en tant que
moléule éergé&ique ou signal, il nous est apparu intéressant d’essayer d’évaluer les effets de

I’effeuillage qui peut moduler a la fois la luminositédu bourgeon et les ejuilibres sources/puits.

Dans le cadre de notre expérimentation ou I’on compare des souches non effeuillées et
des souches effeuillées a la fin de la phase d’organogenese sur une face, coté soleil levant, nos
résultats montrent que le maintien du feuillage modifie 1I’ensemble des métabolismes étudiés
vers un meilleur fonctionnement des bourgeons, facilitant la formation et la ramification des PI.
Ainsi, le maintien du feuillage entrame une augmentation des teneurs en sucres solubles, des
CKs actives et de I’ABA, alors que les teneurs en AIA diminuent. Le maintien du feuillage
provoque éyalement une repression de VVTFL1a et une surexpression de VVCLE25-1 favorisant
la ramification Ces ré&ultats convergent avec ceux de Moubayidin et al. (2009) et Crane et al.
(2012), qui avaient montréqu’en cas d’orientation de 1’équilibre CKs/AIA en faveur des CKs,
la diffé&enciation et la ramification des Pl seraient facilités en augmentant la force «puit >>des
bourgeons par activation des genes clé du mé&abolisme des sucres (Roman et al., 2016) ; ceci
entramant des teneurs en sucres disponibles plus importantes. De ce fait, le maintien du
feuillage semblerait modifier la relation sources/puits des bourgeons et favoriserait ainsi la
ramification des Pl gr&e aune meilleure disponibilitédes sucres (Zapata et al., 2004 ; Lebon
et al., 2006 ; Lebon et al., 2008 ; Vaillant-Gaveau et al., 2014). De plus, VVTFL1a qui pourrait
jouer un rde important dans le maintien des mé&istames indiffé&enciés (Joly et al., 2004 ; Boss
et al., 2006 ; Crane et al., 2012) pourrait &re réulénéyativement par le saccharose (Yang et
al., 2011). L’augmentation de la teneur en saccharose et la sous-expression de ce gene
confirmeraient cette hypothese. Ceci est aussi accompagnéde la surexpression de VVCLE25-1,
qui réprimerait le maintien du MAC et favoriserait aussi la diffé&enciation et la ramification des
Pl (Clark et al., 1995 ; Morot-Gaudry et al., 2017).
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Cependant, les effets du maintien du feuillage sur les indicateurs identifié n’interferent
pas sur le poids moyens des bourgeons, ni sur leur fertilité et le rendement estimé de 1’année
N+1. Certains effets paraissent mé&ne contradictoires quand on essaye de relier les ré&ultats de
cette expérimentation avec ceux obtenus dans le cadre de I’application d’ABA exogene (peut-
étre en raison d’effets de concentration) ou de la mise a 1’obscurité qui est peut &re trop &oigné
de la diminutaion de luminositédans le cadre du maintien du feuillage. Dans tous les cas, nos
résultats ont montré que 1’effeuillage pouvait impacter les équilibres hormonaux, glucidiques
et mol&ulaires. 1l serait inté&essant de répéer les essais afin de véifier nos premiées
observations, mais aussi d’étudier ’impact de la date d’effeuillage et de pouvoir évaluer les

&uilibres sources/puits entre les feuilles et les bourgeons situés aleur aisselle.

Les pratiques culturales et I’action du viticulteur sur la souche modifient de maniére
importante la physiologie de la plante entiée mais é&alement le fonctionnement intrinsegjue
des organes.

Dans le cas du bourgeon, nous venons de montrer que la suppression d’une partie du
feuillage module les é&juilibres sources/puits et hormonaux avec un fort impact sur la
disponibilité des sucres a la fin de la phase d’organogénése semblant limiter les processus de

ramification des futures inflorescences.

Dans ce chapitre, nous avons pu apporter des données pré&iminaires permettant de
confirmer les phases clé de développement du bourgeon, valider des marqueurs
physiologiques, biochimiques, hormonaux ou moleeulaires et commencer a€valuer I’occurence

de certains facteurs sur la formation des primordia inflorescentiels.

Neanmoins, le fait de n’avoir pu réaliser ces essais que sur une seule année et de ne pas
avoir pu finaliser les mesures du rendement final en raison du gel de 2017, ne permet pas ace
jour d’é@nettre des hypothéses finales sur le mode d’action de ces facteurs et leur impact réel

pour le viticulteur.

De nombreux indicateurs convergent pour donner des tendances, mais il est plus que

nécessaire de réitérer I’ensemble de ces essais au moins une annés.
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Conclusion générale et perspectives




Dans un contexte de modification climatique et de variabilitédu rendement inter-
mill&ime de plus en plus marqué (Clingeleffer et Krstic, 2001 ; Vasconcelos et al., 2009 ;
Clingeleffer, 2010 ; Guilpart et al., 2014), une meilleure comprénension des meeanismes
précoces de la construction du rendement s’avére plus que nécessaire. Le viticulteur doit
pouvoir posséder des outils lui permettant d’évaluer précocement son potentiel de récolte afin
de piloter ses pratiques culturales. Mais le déseloppement de ces outils né&essite de mieux
comprendre les mé&anismes physiologiques impliqué lors des &apes de la formation du
bourgeon, de I’inflorescence, de la fleur et de la baie. A ce jour, alors que les dernieres phases
de la construction du rendement (floraison, nouaison, formation de la baie) sont bien
renseignées, celles concernant la formation et le déeloppement du bourgeon sont restées peu
éudiés chez la vigne depuis les annéss 1970. En effet, Carolus (1970) et Alsaidi (1975) avaient
parfaitement deerit le rythme des phases de formation des primordia inflorescentiels pour le
Merlot &Bordeaux acette époque, mais depuis aucuns travaux n’ont repris ces aspects avec une

approche physiologique.
L’objectif de notre travail a donc é&éde :

- caracté&iser anouveau le processus de formation des primordia inflorescentiels dans
les bourgeons latents de vigne du Merlot de la re&gion bordelaise au regard de la modification

climatique depuis 40 ans

- apporter des donnés nouvelles pour mieux comprendre les interactions
physiologiques qui peuvent exister entre certaines voies méaboliques qui favorisent ou non les
processus d’induction, d’initiation, de différenciation et de ramification des primordia

inflorescentiels

- évaluer I'impact de certains facteurs biotiques et abiotiques sur les processus de

formation des primordia inflorescentiels et sur le rendement potentiel

- identifier des marqueurs physiologiques préoces des éapes de formation des
primordia inflorescentiels afin de les intégrer dans la construction d’un modée de préliction

du rendement.

Pour réondre aces objectifs, nous sommes les premiers aavoir r&lis€une éude
intégrative en plein champ sur le céage Merlot en combinant des approches multi-&helles et
multi-disciplines, et en utilisant des techniques micro-macroscopiques, moléulaires,
hormonales et biochimiques. Les résultats obtenus nous semblent essentiels pour une meilleure
compréhension de certains mé&anismes impliqués dans les processus de construction du

rendement, en particulier ceux participant ala formation des primordia inflorescentiels au

-151 -



cours de la premiére anné du cycle reproducteur de la vigne, et devraient permettre aterme de
proposer au viticulteur des outils d’aide a la décision lui permettant de mieux évaluer

préocement son rendement.

La modification du climat bordelais depuis 40 ans a dé&aléet rallongéla pé&iode

de formation des primordia inflorescentiels.

La premiere partie de notre travail a eu pour objectif de réctualiser les travaux de
Carolus (1970) sur le Merlot a Bordeaux. Cet auteur et 1’équipe du Pr Bouard ont en effet
parfaitement caract&iséles éapes de développement de formation des organes du bourgeon
ainsi que leur rythme de formation pour le Merlot. Depuis cette p&iode-la aucuns travaux n’ont
porté sur ce sujet pour les cépages bordelais alors que d’autres auteurs (Buttrose, 1970 ;
Kasimatis et al., 1975 ; Zelleke et Kliewer, 1979 ; Dunn et Martin, 2000 ; Petrie et Clingeleffer,
2005, Jones et al.,2009), pour d’autres cépages et d’autres régions viticoles, ont d@nontréque
les variations climatiques pouvaient fortement moduler ces éapes, le rythme de ces &apes

impactant alors la fertilitéet le rendement futurs.

Nos travaux confirment 1I’impact du changement climatique sur cette phase qui débute
maintenant 15 jours plus t& et se termine 15 jours plus tard que ce qui avait &édeerit par
Carolus (1970). L’analyse des données climatiques permet de montrer que cette précocité peut
étre reliée a la température moyenne des six premiers mois de I’année, qui est 1,7°C plus élevée
pour la derniee deésennie en comparaison de la dé&ennie 1960-1970 (source : www.meteo-
bordeaux.fr). Il en ressort que la période actuelle d’initiation, de différenciation et de
ramification des PI chez le Merlot s’étend sur une durée plus longue que celle décrite dans
les annéss 1970, en débutant en moyenne 2 semaines plus t& et se terminant plus de 15

jours apres.

Ce dé&alage dans le temps et cet allongement de la p&iode des activités physiologiques
et cellulaires modifient les donnés couramment déerites dans la bibliographie et doivent &re
prises en compte dans la gestion du fonctionnement des flux dans la plante entiée pour assurer
la formation correcte des diffé&ents organes du bourgeon. De plus, a I’'image du Merlot, il

semble maintenant né&essaire de confirmer ce désalage pour les autres cépages bordelais.

Le rendement potentiel est lié aux éapes clé& de formation des primordia

inflorescentiels dans le bourgeon.
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Au-delade la pé&iode de la formation des primordia inflorescentiels, notre travail a
&jalement permis de déerminer deux éapes clé pour les méanismes de formation des PI, qui

conditionneraient ensuite le nombre et la taille des inflorescences :

- une phase d’organogenése précoce pouvant durer jusqu’d environ 3 mois apres le

débourrement (88JAD) pour les bourgeons de la base du rameau, correspondant aune

période d’augmentation rapide du volume des bourgeons et permettant I’initiation des
deux premiers PI et la ramification du premier PI ;

- une phase d’ontogenése se poursuivant jusqu’a environ 4 mois apres le débourrement

(118JAD) pour les bourgeons de la base, correspondant & une phase de faible
augmentation du volume du bourgeon et favorisant la ramification du second Pl et

I’initiation d’un troisiéme PI capable de se ramifier pour donner une troisiéme grappe.

A T’interface de ces deux phases, une p&iode remarquable, entre 60 et 88JAD et au
cours de laquelle les processus d’organogenése et d’ontogenése semblent se superposer, a été
identifiée comme potentiellement critique pour la formation des Pl et le rendement potentiel.

Une phase d’organogenése au cours des trois premiers mois apres le débourrement

(35 &288JAD) pour initier la formation des deux premiers primordia inflorescentiels dans

les bourgeons de la base

La premicre étape de construction du rendement est I’étape d’initiation des anlagen.
Cette phase que nous avons appelée phase d’organogenése est observable trés t@ dans les
bourgeons de la base du rameau, environ un mois aprés le déourrement (35JAD). Elle
correspond au stade F défini par Carolus en 1970 et est observée 15 jours plus tot que ce qu’avait
dé&erit cet auteur. Puis, dés que le premier anlage adeux bras est visible, le second commence a
@re initié Lorsque celui-ci présente deux bras, nous pouvons commencer aobserver les
ramifications secondaires du premier anlage, environ 60 jours apres le déourrement (60JAD)
soit 7 jours plus t& que les stades G-1 définis par Carolus. Cette pré&ocitésemble en lien direct
avec I’évolution climatique et I’augmentation des températures moyennes de fin d’hiver et de
printemps (Nazemille, 1977 ; Garc & de Cort&ar-Atauri et al., 2010) et pourrait conditionner

le nombre de futures inflorescences ainsi que la taille de la premiée grappe.

Nos résultats montrent que la pré&ocitéde cette p&iode est un facteur clédans la
détermination de la fertilité¢ potentielle réelle des bourgeons car (1) elle permet d’initier le

nombre final des primordia inflorescentiels et (2) elle conditionne le déout des ramifications
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du premier Pl formé Ainsi, la précocité de I’induction de la phase d’organogenése stimulerait
I’initiation précoce du 3™ Pl qui aurait plus de temps pour se ramifier et ainsi devenir une
inflorescence (Jones et al., 2009 ; Watt et al., 2010) mais éalement permettrait au premier Pl
de se ramifier de mani&re plus importante donnant alors des grappes plus grosses (Mullins et
al., 1992 ; Cheemaet al., 1996 ; Watt et al., 2010 ; Crane et al., 2012). Nos réultats supportent
cette hypothése dans la mesure otinous avons observé que ’initiation des PI en 2015 était plus
précoce qu’en 2014, et que le volume des grappes en 2016 était plus important qu’en 2015 avec
notamment en 2016 un pourcentage plus important de trés grosses grappes et la pré&ence de

trés petites grappes provenant essentiellement des 3™ PI diffé&enciés et ramifiés.

Durant cette phase d’organogenese, le MAC est a 1’origine de la formation de tous les
primordia du bourgeon (Bessis, 1965). La transition de la phase vé&éative ala phase
reproductrice a lieu dans ce mé&istame et se dé&eompose en deux éapes : (i) la transition du
me&istame vé&datif en méistane inflorescentiel et (ii) la transition du méistéme
inflorescentiel en mé&isténe floral (Battey et Tooke, 2002 ; Barbier et al., 2015). Divers
facteurs glucidiques, hormonaux et moléulaires seraient impliqués dans le méanisme de ces
transitions en contrdant division, prolifé&ation et diffé&enciation cellulaires (Battey et Tooke,
2002 ; Mouradov et al., 2002).

Nos travaux ont montré que cette phase d’organogenése était caractérisée par des
teneurs @evees en AlA et en CKs actives, avec un ratio AIA/CKs important entre 35JAD et
60JAD qui s’inversait entre 60JAD et 88JAD. Ces résultats nous permettent de confirmer les
roles positifs de ces deux régulateurs hormonaux dans 1’activation de la prolifération,
I’expansion et la différenciation des cellules et donc dans I’initiation puis le début de
diffé&enciation des Pl comme dgadérit dans la litt&ature (Champagnat, 1965 ; Bessis, 1965 ;
Iwahori, 1967 ; Gea et al., 1994 ; Heller et al., 2000 ; Raven et al., 2005). Le ratio AIA/CKs
semble étre un marqueur essentiel de transition entre les mécanismes d’initiation et de
diffé&enciation : I’AIA jouerait un role essentiel pour 1’activation de la division et la
prolifé&ation des cellules en favorisant la taille du MAC né&essaire ala formation des deux bras
des anlagen, puis les CKs permettraient la transition du me&ist@ne neésessaire ala ramification
(Moubayidin et al., 2009 ; Roman et al., 2016). Au-dela de cet équilibre AIA/CKs, I’ABA en
fonction de ses teneurs semble jouer éjalement un rde positif dans la morphogenése comme
c’est le cas pour Spirodela, Chenopodium rubrum, la tomate et Arabidopsis thaliana (Van
Staden et Bornman, 1969 ; Teltscherovaet Seidlova, 1977 ; Sharp et al., 2000 ; Barrero et al.,
2005 ; Humplik et al., 2015). Les mé&anismes de cette action ne sont pas encore clairement

identifiés, mais nos travaux visant amodifier les teneurs en ABA par traitements exogenes
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montrent que la modulation du métabolisme de ’ABA impacte de manic¢re assez marquée
I’équilibre AIA/CKs et que ces modifications d’équilibres hormonaux pourraient avoir des
effets promoteurs ou inhibiteurs sur la croissance de la plante, mais aussi sur celle des
bourgeons (Popova, 1995 ; Khadri et al., 2006 ; Humplik et al., 2015).

Au cours de cette phase, les changements hormonaux sont accompagné de
modifications importantes des teneurs en glucides, avec une augmentation des teneurs en sucres
solubles (D-glucose et D-fructose) alors que celles en saccharose et amidon restent faibles.
Comme cela a dga&éderit dans la littéature, les sucres solubles sont né&essaires al’initiation
des anlagen (Roman et al., 2016) et nos résultats montrent qu’en cas de déficit en glucides
solubles (exp&imentation de mise a I’obscurité 235JAD) le nombre de Pl formé&est diminué
Ainsi I’intensité de ’activité cellulaire dans le bourgeon pourrait déendre du mé&abolisme
carbonéde la plante au cours de cette p&iode et ceci en lien avec les &uilibres sources/puits
(Sachs et Hackett, 1977 ; Duchéne et al., 2003a ; Vaillant-Gaveau et al., 2014 ; Rubio et al.,
2016) ou en lien avec la mobilisation des réserves (Koussa et al., 2004 ; Lebon et al., 2005). Nos
travaux ne portant ni sur le débourrement, ni sur la levée de dormance, ne nous permettent pas
d’apporter des donnéss nouvelles sur cet aspect. N&nmoins, nos résultats tendent adémontrer

qu’il pourrait y avoir un lien entre la teneur en amidon des bourgeons au dernier stade de

prélevement et la fertilité potentielle apparente 1’année suivante.

Enfin, cette phase semble &alement &re caract&isee par un ensemble de génes dont les
rdes (ouceux de leurs homologues) ont dga&ée deéerits dans le contrde de la transition
méristématique et donc pour leur implication potentielle dans I’initiation des PI. Dans notre cas,
I’initiation des anlagen semblerait étre sous la dépendance de VVCLE25-1, VVCLE-TDIF et
VWL1L. VWCLE25-1, sous-exprimédurant cette phase, serait un géne impliquédans le contrde
de ’homéostasie cellulaire et la taille du MAC en réprimant la prolifé&ation cellulaire (Clark et
al., 1995 ; Autran et Traas, 2001 ; Heidstra et Sabatini, 2014 ; Yang et Jiao, 2016), tandis que
VWCLE-TDIF, surexprimé& pourrait inhiber la diffé&enciation des cellules procambiales dans les
bourgeons (Clark et al., 1997 ; Fletcher et al., 1999 ; Ogawa et al., 2008 ; Hirakawa et al., 2010 ;
Yaginuma et al.,, 2011) permettant ainsi I’initiation des anlagen sans que ces derniers
commencent a se ramifier. VVL1L, dont le niveau des transcrits est devé pendant
I’organogenése, semble pouvoir aussi jouer un rde positif dans I’initiation précoce des anlagen
par son implication dans 1’¢élongation cellulaire et la morphogenése de I’hypocotyle (Kwong et

al., 2003 ; Alemanno et al., 2008 ; Junker et al., 2012).

En complément, des genes normalement deéerits comme participant ala transition florale
(cas de VVTFL1a, VVWMADSS8 et VVMFT1) pourraient é&alement intervenir dans la phase
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d’organogenése. En effet, VVTFL1a, comme son homologue TFL, est connu pour son rde dans
I’induction des mécanismes de division et de prolifé&ation cellulaires ainsi que dans le maintien
des meistanes indiffé&enciés, réprimant ainsi la floraison (Shannon et Meeks-Wagner, 1991 ;
Joly et al., 2004 ; Boss et al., 2006 ; Danilevskaya et Meng, 2010 ; Iwata et al., 2014).
VWMADSS, quant a lui, méme s’il est moins bien connu, pourrait jouer un rde dans le
développement pré&oce des inflorescences (Sreekantan et Thomas, 2006 ; Almada et al., 2009 ;
Diaz-Riquelman et al., 2012). Enfin, VWMFT1, gene peu documenté& semble &re un inducteur
de la floraison et pourrait jouer un rde positif dans la transition des mé&isténes floraux (Yoo
et al., 2004 ; Hedman et al., 2009). De ce fait, la surexpression de VvTFL1a et de VVMADSS,
accompagné de la trés faible expression de VWMFT1 pendant la phase d’organogenése
pourraient en partie favoriser les activites cellulaires dans les anlagen néformés et augmenter

leur taille.

L’implication de ces génes est pour la premiére fois rapporté& chez la vigne mais aeux

seuls, ils ne peuvent expliquer totalement les processus de formation des anlagen et leur nombre.

-  Une phase remarquable d’organogenése et d’ontogenése au cours de troisieme

mois apres le débourrement (60 a88JAD) pour initier la formation du troisiéme

primordium inflorencentiel et assurer le début de ramification du premier Pl dans

les bourgeons de la base

Lorsque les deux premiers Pl sont initiés, le premier Pl commence ase ramifier. Cette
éape pendant laquelle sont observables des processus d’organogenése et d’ontogenése semble
se déouler dans les bourgeons de la base du rameau au cours du troisié@ne mois apres le
dévourrement (60 a88JAD).

Au cours de cette phase, les processus moléeulaires, biochimiques et hormonaux mis en
place pré&&lemment sont fortement perturbés : 1’équilibre AIA/CKs s’inverse au profit des
cytokinines, les sucres solubles qui s’accumulaient voient leurs teneurs se stabiliser alors que
le saccharose tend a s’accumuler, les niveaux d’expression des geénes impliqué dans la
regulation de la floraison (VWMADSS, VvTFL1a et VWMFT1) sont modifiés. Cet éjalement au
cours de cette p&iode que les traitements hormonaux et la mise a 1’obscurité modifient le plus
I’ensemble de ces processus. Cette période correspond aussi acelle deéerite par Guilpart et al.
(2014) comme éant la p&iode la plus sensible aune limitation hydrique et azoteée dans le cadre

des mé&anismes de construction du rendement.

- 156 -



La deuxiéme éape de transition mé&istématique, permettant le déout de la ramification
des anlagen formés, est marquée par une forte modification des niveaux d’expression des genes.
Alors que VVL1L, VWCLE-TDIF éaient surexprimés et VVCLE25-1 sous-exprimépendant la
phase d’organogenese pour favoriser la prolifération cellulaire du MAC et I’initiation des PI,
leur profil d’expression s’inverse entre 60 et 88JAD permettant alors de «libéer > les
meésanismes de diffé&enciation et de ramification des Pl qui contr@eraient la taille des Pl
diffé&enciés. Ainsi, nous pouvons observer apartir de ce moment-1&(1) une surexpression de
VVMADSS8 qui semblerait favoriser le déseloppement pré&oce des inflorescences (Sreekantan
et Thomas, 2006 ; Almada et al., 2009 ; Diaz-Riquelman et al., 2012), (2) une surexpression de
WTFL1a connu pour son role dans 1’induction de la prolifération cellulaire et le maintien du
meistane indifféencié(Shannon et Meeks-Wagner, 1991 ; Joly et al., 2004 ; Boss et al., 2006 ;
Danilevskaya et Meng, 2010 ; Iwata et al., 2012), et (3) une sous-expression de VVMFT1 qui
pourrait favoriser la préeocité de la floraison (Yoo et al., 2004 ; Hedman et al., 2009).
L’ensemble de ces modulations de niveau d’expression participerait ainsi ala transition des

me&istanes vayéatifs en inflorescentiels et permettrait le début de ramification des Pl formeés.

Il est connu, que la famille des genes MFT/FT/TFL pouvait &re régulé par la teneur en
saccharose, ou par la duré& d’obscurité chez de nombreuses plantes comme le chrysanthéme,
Physcomitrella patens ou Hevea brasiliensis (Kobayashi et al., 1999 ; Hedman et al., 2009 ;
Kikuchi et al., 2009 ; Bi et al., 2016 ; Sun et al., 2017). Dans notre cas, 1’évolution des niveaux
d’expression de VWMFT1 est corrélée a I’accumulation de saccharose a cette période et notre
exp&imentation de mise a I’obscurité a60JAD confirme cette hypothése dans la mesure ouile

traitement induit une accumulation forte de saccharose et une surexpression du gene VVMFTL1.

A ce stade-13 les sucres et notamment le saccharose auraient alors un r@e primordial
comme moleeule signal et pourrait, comme pour la tomate ou le rosier, &re impliqués dans le
meeanisme de la transition florale et la production des primordia en fonction de la concentration
(Corbesier etal., 1998 ; King et Ben-Tal, 2001 ; Dielen et al., 2001 ; Rabot et al., 2012 ; Roman
etal., 2016).

Enfin, cette phase est fortement marquée par une inversion des egjuilibres AIA/CKs
avec une accumulation marquee des CKs. Ainsi, I’inversion de 1’équilibre AIA/CKs entre le
début et la fin de la phase d’organogenése semble en adéguation avec les rdes attribués a
chaque famille. Le faible ratio CKs/AIA a 35JAD met en évidence le role de I’AIA dans
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I’activation de la division cellulaire et I’organogenése, alors que le ratio trés important de
CKSs/AIA a60JAD conforte le rde de CKs actives dans la prolifé&ation et la diffé&enciation
cellulaire permettant le déout de la ramification des PI pré&lablement initiés (Moubayidin et al.,
2009 ; Roman et al.,, 2016). Cette hypothése est parfaitement illustré& gr&e & notre
exp&imentation visant & moduler les teneurs en régulateurs hormonaux. En effet, I’apport
exogene d’ABA a d’une part entrain€une forte diminution des teneurs en AlA et CKs (tZR)
sans provoquer le basculement AIA/CKs et d’autre part une accumulation importante de sucres
solubles, une diminution du saccharose et une sous-expression de VVCLE25-1 associé aune
surexpression de VvTFL1a. L’ensemble de ces modifications s’accordent toutes pour laisser
penser qu’il existe des voies de régulations entre sucres, réulateurs hormonaux et expression
des genes pouvant impacter le début de la diffé&enciation et de la ramification des Pl en alté&ant
les meéeanismes de diffé&enciation cellulaire durant cette phase (entre 60JAD et 88JAD).
Né&nmoins, nos réultats ne nous permettent pas de proposer des modes de fonctionnement
interactif entre ces réyulateurs en raison de la complexitéde voies de ré&julations existantes,
ainsi que des effets contradictoires deerits dans la litt&ature, mais nos réultats corroborent
certaines descriptions de la litté&ature (Cutler et Krochko, 1999 ; Du et al., 2013 ; Stetsenko et
al., 2015).

Ainsi, pour la premiee fois, une p&iode remarquable de modification biochimique,
hormonale et moléulaire a &écaract&isée dans le bourgeon de vigne. Cette p&iode, du fait de
ces profonds changements marquerait le <«basculement» du bourgeon d’une phase
d’organogenese vers une phase d’ontogenese, a I'image du passage de 1’hétérotrophie a
I’autotrophie décrite pour la plante entiére par Zapata et al. (2004) et Lebon et al. (2006). Cette
phase correspondrait ala pé&iode critique impactant le plus fortement le rendement déerite par
Guilpart et al. (2014). L’analyse ACP ala fin de cette p&iode (88JAD) confirme cette phase
de transition physiologique avec la dispersion des variables.

-  Une phase d’ontogenése d’une durée d’environ un mois, 3 mois apreés le

débourrement, pour assurer la fin de ramification des primordia inflorenciels
formés (entre 88 et 118JAD)

La phase d’ontogeneése correspond a la période de différenciation et de ramification des

deux premiers Pl initié& et conditionnerait la taille maximale des futures inflorescences.

Cette phase est caract&ise par la poursuite de la transition des mé&istémes
inflorescentiels en mé&istames floraux des deux premier Pl qui vont alors se ramifier ainsi que
par la transition du mé&istame véyéatif en mé&isténe reproducteur pour le troisiéme Pl si la

phase d’ontogenése a été précocement initiée. Ainsi, au cours de cette période, le volume
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du bourgeon va peu augmenter mais les Pl formé& font se complexifier. Nos exp&imentations
de mise a I’obscurité et d’effeuillage réalisées au cours de cette période se traduisent par une
réluction de complexitédes PI et de taille des inflorescences sans modifier le nombre de PI

formes.

Au cours de cette pé&iode, le <«basculement »> observé pré&é&lemment au niveau
hormonal, biochimique et mol&ulaire se poursuit avec intensification des signaux associ€s aux

meeanismes de diffé&enciation et de ramification des organes.

L’¢équilibre AIA/CKs au profit des CKs se maintient avec une prépondérance des formes
inactives de CKs pouvant limiter I’action de 1’ AIA sur le controle de I’¢élongation. Dans certains
types de bourgeon et pour un millésime (2015), nous observons un pic d’AIA au cours de cette
phase (103JAD) que nous avons pu relier a la présence d’un 3™ Pl diffé&encié Au vu de
I’implication de I’AIA dans 1’architecture méristématique des inflorescences, nous pouvons
penser qu’il pourrait &re une cause des diffé&ents rendements estimé entre les rangs de
bourgeons (Xu et al., 2005 ; Wu et Mcsteen, 2007 ; Barazesh et McSteen, 2008 ; Gallavotti et
al., 2008 ; Shimizu-Sato et al., 2009).

A partir du début de cette p&iode, les teneurs en glucides solubles restent importantes
traduisant le besoin énergéique du bourgeon en lien avec la pleine activitéphotosynthéique
(Lebon et al., 2004 ; Zapata et al., 2004). Les teneurs en saccharose restent eéjalement devees

liéss au rde de molé&ule favorisant la regulation de la diffé&enciation (Roman et al., 2016).

En ce qui concerne les génes étudiés, 1’évolution de leur niveau d’expression confirme
les hypotheéses éablies pre&é&lemment pour le contrde de transition des mé&istames. VvL1L
présente maintenant une sous-expression marqués apartir de 88JAD, ce qui favoriserait la
diffé&enciation et la ramification des PI, et confirmerait son éventuel rde positif dans
I’organogenése précoce en stimulant 1’¢longation cellulaire (Kwong et al., 2003 ; Gaj et al.,
2005 ; Chiappetta et al., 2009). VVWMADSS et de VVTFL1a voient &alement leur expression
diminuer rapidement et définitivement durant cette phase. Leur sous-expression durant cette
phase marquerait la phase finale d’organogenése, et réprimerait le maintien des méristémes en
favorisant leur diffé&enciation et ramification (Joly et al., 2004 ; Sreekantan et Thomas, 2006 ;
Carmonaet al., 2007 ; Almada et al., 2009 ; Crane et al., 2012). Enfin, I’augmentation continue
du niveau d’expression de VWMFT1 reléverait ainsi la transition active des méistames
inflorescentiels en mé&istames floraux et contrderait le timing de la floraison (Yoo et al., 2004 ;
Iwata et al., 2012 ; Randoux et al., 2012).

Ainsi, 3 mois apres le débourrement, les bourgeons de la base auraient acquis leur
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fertilitépotentielle réelle et le nombre de futures inflorescences serait définitivement fixé Par
contre, au cours de cette phase, les processus de ramification qui vont se déouler sur plusieurs
semaines seront plus ou moins intenses pouvant ainsi moduler la taille de la future grappe.
L’expérimentation de mise a I’obscurité 2106JAD illustre bien cette affirmation puisque seule
une simplification de ’organisation des PI est observée. Néanmoins, les effets sur nos
marqueurs sont plus complexes car nous observons une surexpression de VVCLE25-1 et
VVMFT1. De nombreux auteurs (Clark et al., 1995 ; Autran et Traas, 2001 ; Lenhard et Laux,
2003 ; Heidstra et Sabatini, 2014 ; Yang et Jiao, 2016 ; Morot-Gaudry et al., 2017) ont
démontré que I’absence de lumiere impactait fortement ces génes avec des effets trés variables
et notamment des niveaux d’expression qui peuvent osciller. Le fait d’avoir réalis€¢ uniquement
un prélévement a la fin du cycle, ne nous permet pas d’illustrer ces variations de niveau

d’expression qui pourraient expliquer la moins bonne ramification.

L’¢tude des effets de I’effeuillage ou de I’absence d’effeuillage a été aussi réalisée en
pleine phase d’ontogenése a 103JAD. La suppression des feuilles pendant cette période-l1a
modifie éjalement certains ejuilibres : les teneurs en CKs diminuent, le niveau d’expression
de VVTFL1a est plus important que dans le cas d’un non effeuillage alors que ¢’est le contraire
pour VVCLE25-1, les teneurs en sucres solubles sont réduites. Selon les r@es éablis pour ces
indicateurs, il nous semble possible de supposer que la maintien du feuillage pourrait favoriser
la différenciation et la ramification des PI durant la phase d’ontogenese, en lien
vraisemblablement avec un ensemble de méanismes provoquant un changement de relation
sources/puits et entrainant une meilleure disponibilité en sucres, sachant que 1’absence de
lumiére durant cette phase n’a pas d’effets sur la fertilité réelle des bourgeons (Zapata et al.,
2004 ; Lebon et al., 2006 ; Lebon et al., 2008 ; Vaillant-Gaveau et al., 2014). L’ensemble de
ces observations laisse supposer un impact potentiel de la pratique de I’effeuillage sur la taille
des inflorescences, mais en raison du gel de 2017 nos résultats ne permettent pas de le
démontrer significativement. Cet impact pourrait varier en fonction de la période d’application,
des répétitions de I’expérimentation, ainsi que 1’application d’effeuillage a différentes dates
(préeoce ou tardive) ; ces aspects doivent donc &re envisagees pour &aluer de fagon compléte
les effets de cette pratique culturale.

- Une phase de ralentissement des activités pour aller jusqu’a I’entrée en dormance
(118JAD — 159JAD) mais permettant au 3™ P| de se ramifier

La fertilitépotentielle apparente des bourgeons, déerminé en grande partie par les
deux phases primordiales d’organogenése et d’ontogenese des bourgeons, pourrait étre

réévaluée au cours cette phase finale qui coincide avec I’entrée en dormance des bourgeons.
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Figure 78 : Représentation ACP des diffé&entes variables suivies &a159JAD durant la premiére année
de développement des bourgeons en 2015 et 2016 incluant la fertilité potentielle apparente des
bourgeons et le rendement estimé

Tcum : tempé&ature moyenne journaliée cumulé & 159JAD ; Sunlight.cum : ensoleillement journalier cumulé &
159JAD ; Nb_PI : nombre de PI ; Nb_Pid : nombre de PI diffé&encié ; ABA_CK : ratio ABA/CKs actives ; CK_AIA :
ratio CKs actives/AlA



Nos travaux ont montré qu’a la fin de cette phase pour le Merlot a Bordeaux, la fertilité
potentielle ré&lle ne déassait pas 3 Pl par bourgeon pour les 3 mill&imes &udiés, par contre
le rendement final et la taille des grappes en N+1 variait d’une année a 1’autre. Deux PI sont
toujours bien ramifiés et deviendront des grappes, alors que le troisiéme peut rester a 1’état
d’anlage ou peut évoluer en future grappe selon la précocité de son initiation et sa capacité de
ramification au cours de cette derniere phase terminale. Ainsi, pour le Merlot le rendement final

semble étre plus li¢ au degré de ramification des PI qu’au nombre de grappes.

Au cours de cette phase, les indicateurs de la fin des méanismes de transition

meistématique et des mécanismes liés a ’entrée en dormance apparaissent comme majoritaires.

Les teneurs en AlA restent tres faibles, confirmant la fin de la croissance du MAC. Les
CKs actives ne sont plus détectables, alors que tZ9G est &son maximum, ce qui marquerait un
ralentissement des activités cellulaires en raison des phé&omenes de N-glycosylation (Hou et
al., 2004). L’ ABA libre é&olue &jalement de maniére similaire acelle dérite par Koussa et al.
(2004) au moment de I’entrée en dormance des bourgeons, suggérant une accumulation d’ABA-
GE nécessaire a I’accumulation du saccharose et de I’amidon comme nous avons pu ’observer.
Cet amidon, accumulédans les primordia foliaires, dont le rde est &ce jour inconnu durant
cette phase, semble par contre essentiel pour la qualitédu débourrement et le déout de la phase
d’organogenése des bourgeons 1’année suivante (Duchéne et al., 2003b ; Lebon et al., 2005 ;
Vaillant-Gaveau et al., 2014 ; Rubio et al., 2016). Un lien entre la teneur en amidon des
bourgeons au moment de I’entrée en dormance et le nombre d’inflorescences ainsi que leur
taille ’année suivante a pu étre mis en évidence par 1’analyse ACP (Figure 78) ; ceci est
confirmé aussi par une forte corrdation entre la teneur en amidon et le nombre des PI
diffé&encié& (r=0,74 ; p-value<0,001) (Annexe 1), mais la poursuite d’investigations sur les

relations mise en ré&serve et qualitédu désourrement est né&essaire.

La fin du cycle est aussi marquée par des variations d’expression des genes étudiés. Les
geénes favorisant le maintien du fonctionnement mé&isté@natique sont globalement sous-
exprimés (VvL1L, VTFL1a et VWMADSS), alors que les genes impliqués plut@ positivement
dans le contrde de la transition, la diffé&enciation et la ramification des mé&istames voient leur
expression continuer aaugmenter (VVCLE25-1 et VVWMFT1). Ainsi, plus ces genes seraient
longtemps exprimés plus la ramification du troisiéne Pl pourrait &re importante, favorisant
alors I’augmentation du rendement. Au cours de cette phase, il semblerait que VVTFL1a et

VVMFT1 puissent étre contr6lés respectivement par les CKs et I’ABA comme cela a dgaé&e
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démontré(Xi et al., 2010 ; Crane et al., 2012 ; Mimida et al., 2013). Ces observations sont
confortées par les réultats obtenus lors des exp&imentations avec les traitements hormonaux
dans la mesure ou l’apport exogene d’ABA, réduit les teneurs en CKs et induit une
augmentation du niveau d’expression de VVMFT1 tout en limitant I’expression de VVTFL1a. Le
maintien d’un niveau suffisant d’expression de VVMFT1 pourrait ensuite favoriser la formation

précoce des pieces florales pour I’année suivante.

Les éapes de déseloppement des primordia inflorescentiels caracté&isés par de
nouveaux marqueurs susceptibles d’étre utilisés dans un modéle prédictif précoce du

rendement.

L’analyse ACP aux stades clés de développement de bourgeons a pu mettre en évidence

un ensemble de marqueurs pouvant &re reliés ala fertilitéet au rendement (Figures 78 et 79).

La fertilitépotentielle réelle et le nombre de PI qui se construisent au cours de la phase
d’organogenése semblent pouvoir étre qualifiés par I’équilibre AIA/CKs au profit de I’AIA, la
surexpression de VVTFL1a et la sous expression de VVCLE25-1 ainsi que la disponibilitéen

sucres solubles.

La fertilitépotentielle apparente et le nombre de grappes au-delade 2 par bourgeon
semble se définir au cours de la période critique de basculement de la phase d’organogene ala
phase d’ontogenése. Plus ce basculement serait preeoce, plus la formation de la troisiene
grappe semble favorisé. Ce basculement physiologique est peu caracté&isépar les indicateurs
éudiés mis apart le basculement AIA/CKs au profit des CKs et I’accumulation ponctuelle de

saccharose.

Le nombre et la taille finale des grappes I’année suivante semblent quant aeux fonction
de la précocité et de la durée de la phase d’organogenése. Les indicateurs remarquables de cette
phase sont I’accumulation d’ABA, d’amidon, de saccharose et la modification des niveaux
d’expression des genes VVMFT1, VVCLE25-1 qui sont sur-exprimés alors que VVTFL1a est
sous exprimé& Ces marqueurs sont bien corrédé avec le nombre de trés grosses grappes mais

&jalement de toutes petites grappes issues du 3" PI.

Les facteurs climatiques qualifié dans notre travail (somme des tempé&atures et
ensoleillement cumulés) semblent pouvoir &alement jouer un rde important dans le contrde
ou I’induction des mécanismes physiologiques étudiés. En effet, 1’analyse ACP (Figure 79)
montre que les variables identifiées comme impliquées dans la phase d’organogenése

fonctionneraient avec la lumic¢re cumulée. L’ importance de la lumiére a aussi été confirmé par
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nos exp&imentations de mise a I’obscurité qui ont permis de mettre en &idence un impact
majeur de 1’absence de lumicre lors de la phase d’organogenése avec réduction du nombre de
Pl. Le début de I’organogenése serait moins impactépar les tempé&atures journaliees cumulees,
qui ne commenceraient a jouer un role important sur I’initiation et la différenciation des PI qu’a
partir de 60JAD (Figure 80). En revanche, au cours de la phase d’ontogenése la lumiére et la
somme des tempé&atures journaliées ont pu &re mises en relation avec les indicateurs de cette
p&iode, laissant supposer comme Jones et al. (2005) que les activités cellulaires impliquées
dans le développement des bourgeons pourraient continuer a fonctionner méne apres la
dormance en cas de température élevée. La quantit¢ d’amidon accumulée au moment de
I’aoutement serait alors un facteur essentiel a la poursuite du fonctionnement des méristemes

du bourgeon.

Dans nos conditions, la pluviométrie n’a pas pu étre corrélée aun groupe de variables,
semblant indiquer qu’en condition hydrique non limitante ce facteur n’est pas discriminant.
Né&nmoins, notre exp&imentation visant aaugmenter les teneurs en ABA (pouvant se produire
dans le cas d’un stress hydrique) semble indiquer que ce ré&yulateur hormonal impacte les
méanismes physiologiques et cellulaires dans le bourgeon au moment de la phase critique de
basculement de la phase d’organogenése a la phase d’ontogencse. Afin de conforter les
observations de Guilpart et al. (2014) et d’apporter une explication physiologique de 1’effet du
stress hydrique sur le rendement, la poursuite de ces travaux dans des conditions hydriques

limitante semble né&essaire.

Nos résultats ont pour la premiére fois mis en é&idence un ensemble de méanismes
participant au contrde conjoint des difféentes phases de formation des primordia

inflorescentiels dans les bourgeons latents de vigne.

Bien que les modes de fonctionnement et les interactions fonctionnelles entre ces
diffé&ents mé&anismes restent encore a ddinir, nos réultats nous permettent de
démontrer P’impact de deux facteurs environnementaux a Bordeaux (lumiére et
température) sur les processus d’organogenése et d’ontogenése, qui participent au

contrde des fluctuations pré&oce du rendement final.

La Figure 81 vise a résumer ces modes d’interaction en fonction des périodes clés
identifiess.

Parmi les mé&anismes éudié&, nous avons pu mettre en éidence des marqueurs

potentiels de la fertilitére&lle, apparente et de la taille des futures grappes (Figures 78 et
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79). Parmi ces indicateurs, certains semblent pouvoir &re utilisé& pour qualifier les phases
de formation du bourgeon et &re intgré& dans un futur modée prélictif d’évaluation
pré&oce du rendement. Ainsi il semble int&essant de considéer deux pé&iodes : la p&iode
précoce d’ontogenése fixant le nombre de PI et la fin de la phase d’organogenese pouvant
@re le reflet de la future taille des inflorescences et une certaine capacité au
débourrement. La construction d’un modéle prédictif pourrait intégrer en plus des
donné&s de rendement : la teneur en glucides solubles, le rapport AIA/CKs et la lumiére
cumulé& a 35JAD pour I’évaluation du nombre d’inflorescence et les teneurs en amidon,
en ABA et les facteurs lumiére et température (a 159JAD) pour I’évaluation de la taille

des futures grappes.

Perspectives

Notre &ude a permis d’apporter des éémnents nouveaux pour une meilleure
compréhension du fonctionnement des bourgeons latents, mais de nombreuses questions restent
en suspens, nécessitant la poursuite d’études approfondies au niveau fondamental ou appliqué.

Quelques pistes de recherche peuvent &re envisagees.

Les genes éudiés ont &échoisis apartir des donnés bibliographiques en fonction de
leurs rdes dans les diffé&ents processus physiologiques impliquant des mé&anismes similaires
a Dinitiation et la différenciation des PI. Cependant, le seul pool des 6 genes ne permet pas de
comprendre I’ensemble des interactions et leurs liens avec les hormones et les glucides. L’étude
de génes complémentaires sera indispensable pour la construction d’un modéle de
fonctionnement. Parmi les génes aéudier on peut citer les génes des familles WUS, CLV1,
SAM et BRC impliqués dans le contrdle méristématique du MAC et I’initiation des primordia,
mais aussi FD, FT, AP1 et LFY intervenant dans 1’induction et le timing de la floraison. Notre
éude a d@nontréégalement que certaines pratiques culturales pourraient impacter les éjuilibres
sources/puits et ainsi avoir un effet sur la fertilitédes bourgeons. De ce fait, des génes impliqués
dans la réulation des glucides seraient aussi inté&essants aéudier, comme par exemple les
genes VI codant pour les invertases vacuolaires et regulés par la lumiee (Rabot et al., 2012).
Pour cela, une approche RNAseq a &é&entreprise pour le millé&ime 2015. Bien que le
s&uenqge ait &ééralis€ les données n’ont pas encore été traitées, mais une premicre analyse
rapide des profils de geénes identifiés a confirmé I’importance des 6 genes choisis. Il est
maintenant nécessaire d’entamer 1’analyse de 1’ensemble des séquences obtenues afin

d’identifier de nouveaux génes ou de nouvelles familles de génes susceptibles d’étre
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impliqués dans le processus de formation des bourgeons latents de vigne, mais éalement dans
la réponse vis-&vis des difféents facteurs environnementaux en lien avec la fertilité Enfin, ces
éudes moleeulaires devraient &re compléees par des éudes enzymatiques qui pourraient nous
aider acomprendre les réulations post-transcriptonnelles des genes et ainsi éablir un lien entre

genes et regulateurs hormonaux et glucidiques.

Les indicateurs remarquables identifié dans cette é&ude devront &alement &re suivis
dans le temps, mais aussi dans d’autres régions viticoles et pour d’autres cépages, dans I’objectif
de (i) vérifier la robustesse de nos indicateurs pour I’évaluation précoce du rendement pour
d’autres cépages et sous différentes conditions environnementales et (ii) de réeolter plus de
donnéss permettant dans le futur de construire agrande éhelle un modée de prédiction pré&oce
de la fertilitépotentielle reéelle des bourgeons et du rendement final pour que les viticulteurs

puissent adapter la conduite du vignoble en fonction de leur objectif de production.

En ce qui concerne I’'impact de la lumicre, du stress hydrique et de 1’effeuillage, les
résultats obtenus permettent d’émettre des hypothéses mais il est néessaire de ré@té&er ces
exp&imentations sur un autre millé&ime en vaillant pouvoir mesurer le taux de débourrement,
le nombre et la taille des grappes I’année suivante, ce qui nous a manqué en 2017 en raison du
gel. 1l semble &alement important de pouvoir appliquer ces traitements adiffé&ents p&iodes
du déseloppement de bourgeon afin de vé&ifier si la p&iode critique que nous avons définie (60
A88JAD) est la p&iode la plus sensible aces facteurs. Cette approche en champ, devrait &re
complée& par une approche en serre pour un meilleur contrde des diff@entes intensit&s

lumineuses, des variations thermiques et du niveau de stress hydrique.

Enfin, nous avons démontré que le processus d’initiation et la différenciation des PI
dans les bourgeons latents du Merlot de la ré&gion bordelaise s’étendait sur une période beaucoup
plus longue que dans les années 1970. Selon certains auteurs, les activités cellulaires pourraient
continuer a étre observées dans les bourgeons pendant la phase de dormance en cas d’hiver
doux (Jones et al., 2009). Notre éude laisse &jalement supposer que la mise en réerve
d’amidon pourrait étre un facteur important impactant la disponibilité en sucres assimilables
pour le début de la phase d’organogenese. De ce fait, dans le cadre du changement climatique
mis en &s/idence dans notre r&gion, il semble maintenant né&essaire de suivre les processus de
formation des bourgeons et des grappes durant un cycle complet c’est-adire sur deux
millésimes. Dans ce cadre, la prise en compte des relations sources/puits et I’importance de
I’existence de 1’organe oppositifoli¢ semble indispensable comme cela a déja pu étre démontré

pour d’autres especes végétales.
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