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Analyse des polyamines conjuguees aux acides hydroxycinnamiques dans les fleurs de vigne et 
les baies de raisin 

par 

LAURENCE ÜENY, LvmA CouN, ISABELLE BREZILLON et M. BROQUEDis 

Laboratoire des Sciences'de Ia Vigne, Universite Bordeaux I, 
Talence, France 

R e s u m e : La comparaison des deux cepages Merlot et Cabernet-Sauvignon en plein champ montre que Ies polyamines 
conjuguees aux acides hydroxycinnamiques peuvent etre considerees comme des marqueurs du debut de Ia floraison et de Ia croissance 
du fruit. Despolyamines conjuguees aux acides hydroxycinnamiques sont presentes en grande quantite dans les organes reproducteurs 
des boutons floraux et des fleurs. Les ovaires renferment essentiellerneut des polyamines conjuguees insolubles dans l'eau alors que 
dans les antheres s'accumulent des composes basiques solubles dans l'eau comme principalement Je para-coumaryldiaminopropane. 
Apres la floraison, les teneurs en polyamines conjuguees chutent considerablement pour s' accumuler a nouveau dans les jeunes baies, 
uniquement SOUS leur forme soluble dans l'eau et Iiee a l'acide ferulique. I.;intervention de ces substances dans )es mecanismes lies au 
contröle de la reproduction chez la vigne est discutee. 

Ab r e v a t i o n s : PA: polyamines, PUT: putrescine, DAP: diaminopropane, SPD: spermidine. 

Hydroxycinnamic acid amines in flowers and berries of Vitis vinifera 

Summary : The determination ofphenolamines in flowers and berries offield-grown Vitis vinifera ( cv. Cabernet-Sauvignon and 
Merlot) shows that these compounds can be considered as valuable markers of the onset of flowering and growth of berries. 
Hydroxycinnamic acid amines are found in )arge amounts in the reproductive organs. The ovaries contain neutral phenolamines and the 
anthers the basic compound para-coumaryldiaminopropane. After flowering, hydroxycinnamic acid amines rapidly and dramatically 
decreased. In young berries, Ievels of polyamines increased; they were found to be soluble in water and conjugated with ferulic acid. 
The possible roJe ofthese molecules in processes controlling reproduction of grape is discussed. 

K e y w o r d s : hydroxycinnamic acid amines, para-coumaric acid, ferulic acid, flowering, flowers, berries, Vitis vinifera L. 

Introduction 

Les polyamines et !es phenolamines (complexes d'ami
nes ou de polyamines et de phenols ou d'acides hydroxy
cinnamiques) constituent un ensemble de substances na
turelles qui jouent un röle tres important dans la regulation 
de Ia croissance et de developpement des vegetaux. 

L'augmentation de Ia concentration en polyamines a 
ete observee chez les vegetaux a diverses etapes du deve
loppement (BAGNI et al. 1982) ; mais principalement en rela
tion avec des effets de stress (FLORES 1991 ), de proliferation 
active des tissus (ARIBAUD et a/. 1994) Oll de mise a fleur 
(TARENGHI et MARTIN-TANGUY 1995; MARTIN-TANGUY 1996). 

Les phenolamines ou polyamines conjuguees aux aci
des hydroxycinnamiques presentent un interet particulier 
car ces substances apparaissent comme des marqueurs du 
passage de 1' etat vegetatif a Ia phase de reproduction chez 
de nombreuses especes vegetales (ARmAuo et MARTIN-T AN
ouv 1994; MARTIN-TANGUY 1997). Chez le ma'is, les phenol
amines sont concentrees dans les organes reproducteurs, 

avec des differences entre !es organes mäles et femelies 
(MARTIN-TANGUY et al. 1979). Dans le cas· du tabac, des 
phenolamines solubles dans l'eau ou basiquesf telles que 
Ia cafeylputrescine et ia ferulylputrescine, sont abondan
tes dans les parties inflorescentielles et les organes repro
ducteurs des fleurs. L' ablation de Ia region terminale de la 
tige provoque l'accumulation de ces substances dans les 
feuilles basales et en meme temps, 1 'induction florale af
fecte les bourgeons axillaires jusque Ia vegetatifs (CABANNE 
et al. 1981 ). Ce fait suggere donc que ces composes soient 
lies non seulement a I' etat floral mais aussi tres precoce
ment a 1 'induction florale elle-meme~ 

Chez Ia vigne, 1' etude des polyamines conjuguees est 
recente et !es travaux de MARTIN-TANGUY et al. ( 1993) et de 
ÜENY et al. ( 1997) ont montre que des profils differents en 
polyamines !ihres et conjuguees pouvaient etre observes 
dans les organes vegetatifs et reproducteurs de Ia plante 
au cours de son developpement, en particulier dans !es grap
pes, ou les polyamines conjuguees s'accumulent au mo
ment de Ia floraison et de Ia nouaison. Pour completer ces 
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travaux, n!alises a partir de vitroplants et de boutures fruc
tiferes cultivees en conditions contröh~es, nous avons re
cherche, dans Ia presente etude, les polyamines liees aux 
acides hydroxycinnamiques dans les boutons floraux, les 
fleurs et !es baies de plants de Vitis vinifera L., var. Merlot 
et Cabemet-Sauvignon, cultives en plein champ. Notre ob
jectif est de mettre en evidence l'importance de ces compo
ses dans !es phenomenes de floraison et de fecondation 
chez Ia vigne, comme cela a deja ete demontre chez d'autres 
plantes. 

Materielet Methodes 

M a t er i e I v e g e t a I : Les dosages de polyamines 
conjuguees ont ete realises a partir de boutons floraux, de 
fleurs ( entieres et separees en etamines et ovaires) et de 
baies de deux varietes de Vitis vinifera L., var. Merlot et var. 
Cabernet-Sauvignon, toutes deux cultivees de maniere tra
ditionnelle au chäteau Brown pres de Bordeaux. 

Tous !es prelevements (du stade 17 au stade 38, definis 
par EICHHORN et LORENZ en 1977) ont ete realises a la meme 
heurede lajournee et dans de l'azote liquide. Jusqu'a l'ex
traction, !es echantillons ont ete conserves a -50 °C. 

Extraction, separation et quantifica
tion des polyamines conjuguees aux 
a c i d e s. h y d r o x y c i n n a m i q u e s : Les techniques 
utilisees pour extraire, separer et quantifier !es po1yamines 
liees aux acides hydroxycinnamiques ont ete decrites pre
cedemment par pJusieurs auteurs (MARTIN-T ANGUY et a/. 

1978; CABANNE et a/. 1981; ÜENY et al. 1997). 
E x t r a c t i o n , s e p a r a t i o n : Apres broyage avec 

du metbanal absolu, l'extrait filtre sur laine de verre est cen
trifuge (10 000 g, 5 min), et Je surnageant est evapore sous 
vide partieljusqu'a 1 ml. Le residu dilue avec 3 ml d'eau est 
traite: ( 1) avec 3 volumes d'ether de petrole; (2) avec 3 vo
lumes d'acetate d'ethyle, cette fraction contenant !es poly
amines conjuguees aux acides hydroxycinnamiques neu
tres ou insolubles dans l' eau, est evaporee a sec et reprise 
par 2 ml de methanol absolu. La phase aqueuse restante est 
deposee sur une colonne de resine echangeuse de cations 
Amberlite Serva 50 I (H+ ), et divisee en trois fractions par 
une elution a 3 temps avec successivement 400 ml d' eau, 
300 ml d'ethanol, 40% aqueux (v/v) et400 ml d'acide aceti
que 3M. Seule la fraction acide acetique 3M qui contient les 
polyamines conjuguees aux acides hydroxycinnamiques ba
siques ou solubles dans l'eau, est evaporee a sec et reprise 
avec 2 ml de metbanal absolu. 

Les acides hydroxycinnamiques (acide ferutique, 
cafeique et para-coumarique) contenus dans les fractions 
sont analyses par chromatographie a 2 dimensions sur pa
pier (Whatman n°2) en utilisant en premiere dimension le 
melange butanol : ethanol : eau ( 4 : I : 2 v/v) et en seconde 
dimension I' eau. Ces composes sont localises en utilisant 
d'une part leurs fluorescences en ultra-violet (254 et 360 nm) 
sans et avec vapeurs d'ammoniaque et, d'autre part leurs 
Rfs et les colorations avec Ia ninhydrine. 

Quant i fi c a t i o n: Les phenolamines sont quanti
fiees en dosant les polyamines liberees apres hydrolyse 
acide. I...:hydrolyse acide est faite a 110 oc sous reflux pen-

dant 10 h par de l'HCI6N. Laseparation et t'identification 
de ces composes sont realisees apres dansylation par Chro
matographie liquide haute performance couplee a un detec
teur fluorimetrique selon I es methodes de FLORESet ÜALSTON 
(1982) pour la derivation (dansylation) et de SMITH et 0AVIES 
( 1985) adaptees a notre matefiel vegetal par ÜENY et af. ( 1997) 
pour la chromatographie. 

Les resultats sont exprimes en nmol de polyamines par g 
de matiere fralebe et correspondent a Ia moyenne ± SOde 
3 repetitions par echantillon. 

Resultats 

Quel que soit le cepage, au cours du developpement 
des grappes, Je profil des polyamines conjuguees aux aci
des hydroxycinnamiques se modifie profonderneut (Fig.1 ). 

Dans les grappes, les polyamines conjuguees aux aci
des hydroxycinnamiques solubles dans l'eau sont Je di
aminopropane en forte majorite et Ia putrescine. Les polya
mines conjuguees insolubles dans l'eau sont le diamino
propane, Ia putrescine et Ia spermidine (Fig. 2). 

Dans les boutons floraux et les fleurs, avant Ia fecon
dation (stadesl8 et 19), il y a un maximum d'amines conju
guees a l'acide para-coumarique. Dans un premier temps, 
les polyamines conjuguees solubles s' accumulent dans les 
organes mäles puis dans un second temps les polyamines 
conjuguees insolubles dans !es organes femelles. Dans les 
etamines, les derives solubles du diaminopropane sont pre
dominants alors que dans les ovaires la spermineinsoluble 
est Ia l?olyamine majoritaire (Fig. 1, Tableau). Ainsi a une 
differeilciation sexuee se superpose une differenciation bio
chimique. 

Lors de la fecondation, de profondes modifications sont 
observees dans le metabolisme de ces differents compo
ses. Des Je debut de la Iiberation du pollen (stade 19), !es 
teneurs en polyamines conjugm!es chutent de maniere spec
taculaire jusqu'au stade dit "petit fruit" (stade 29) ou il y a, 
a nouveau, accumulation de conjugues de diaminopropane 
et de putrescine solubles dans l'eau et lies, 'a ce stade, a 
I' acide ferulique. Par 'la suite, au cours de Ia croissance et de 
Ia maturation du fruit, !es teneurs en polyamines conju
guees chutent reguJierement pour n' etre detectees que SOUS 

forme de traces au moment de Ia recolte (Fig. 1 ) . 

Discussion et Conclusion 

Nous avons mis en evidence Ia presence de phenol
amines dans les grappes de Merlot et de Cabemet-Sauvi
gnon au cours de leur developpement. Ces composes, pre
sents dans les jeunes grappes des leur apparition, s'accu
mulent brutalement dans les organes reproducteurs juste 
avant Ia Iiberation du pollen (stades 17 et 19) et au debut de 
la croissance de la jeune baie ( stade 29). 11 s' agit principa1e
ment de polyamines liees a l 'acide para-coumarique avant 
Ia fecondation et de polyamines conjuguees basiques liees 
a l'acide ferulique (ferulylputrescine et feruly1diamino
propane) dans !es jeunes baies. Au debut de la floraison, 
les phenolamines sont trouvees dans les organes repro-
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Fig. l: Polyamines (PA) totales, solublesetinsolubles dans I 'eau des grappes de Cabernet-Sauvignon (A) et de Merlot (B) au cours de 
leur developpement (stades phenologiques decrits par ElCHHORN et LORENZ 1977). Les resultats correspondent a la moyenne 

± SD de 3 repetitions par echantillon. 

Total water soluble and insoluble polyamines (PA) of berries of Cabernet-Sauvignon (A) and Merlot (B) during their development. 
Phenological stages are according to ElCHHORN and LoRENZ ( 1977). Results are mean ± SD of 3 replicates. 
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Fig. 2: Polyamines (PA) solubles (A) et insolubles (B) dans l'eau des grappes de Cabernet-sauvignon et de Merlot au cours de leur 
deve loppement (stades phenologiques decrits par ElCHHORN et LORENZ 1977). Les resultats correspondent a la moyenne 

± SD de 3 repetitions par echantillon. 

Soluble (A) andinsoluble (B) polyamines (PA) in berries ofCabernet-Sauvignon and Merlot during their development. Phenological 
stages are according to ElCHHORN and LORENZ ( 1977). Results are mean ± SD of 3 replicates. 

ducteurs selon une differenciation sexuelle: les composes 
insolubles dans l' eau (spennine et spermidine) au niveau 
des ovaires et les composes solubles dans l' eau ( diamino
propane principalement) au niveau des antheres. 

Les changements de metabolisme observes lors de la 
floraison et de Ia croissance de Ia baie de raisin sont similai
res a ceux deja decrits chez d'autres plantes (MARTIN-TAN
auv 1985; TARENGHI et MARTIN-TANGUY 1995). La fonction 
des polyamines conjuguees au cours de la division et de la 

differenciation cellulaire reste encore floue; sont-elles des 
fonnes de stockages ou sont-elles, sous leur forme conju
guee, physiologiquement actives? SLOCUM et ÜALSTON ( 1985) 
pensent qu'il n'y aurait que des echanges limites entre les 
formes libres et conjuguees chez Je tabac. Au contraire, 
pour FLORESet FILNER ( 1985) Ia conjugaison avec !es acides 
hydroxycinnamiques serait un moyen de regulation du pool 
de polyamines libres dans Ia cellule. Dans !es plantes, les 
amines oxydases jouent un röle dans la regulation et Je 
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Tableau 

Proportions relatives (%) des differentes polyamines (PA) con
juguees aux acides hydroxycinnamiques dans les organes floraux 

de Cabemet-Sauvignon 

Percentages ofhydroxycinnamic acid-conjugated polyamines (PA) 
in floral organs ofCabemet-Sauvignon 

PA solubles totales 
PA insolubles totales 

Etamines DAP 
PUT 
SPD 
SPM 

Ovaires DAP 
PUT 
SPD 
SPM 

Etamines 

78 
22 

PA insolubles 
3 

14 
43 
40 

12 
1l 
30 
37 

Ovaires 

4 
96 

PA solubles 
79 
21 

33 
63 

4 

DAP = Diaminopropane, SPD = Spermidine, PUT = Putrescine, 
SPM = Spermine. 

transport subcellulaire selon Ia nature des tissus (ARIBAUD 
et al. J994 ). Chez la vigne, Je diaminopropane (Je produit 
des polyamines oxydases) est Ia polyamine majoritaire dans 
les fleurs et les baies au cours du developpement. Dans les 
autres especes, Ia putrescine et Ia spermidine predominent 
(EGEA-CORTINES et MIZRAHJ 1991 ). Les travaux de SHJH et al. 
( 1982) montrent que le diaminopropane est un puissant in
hibiteur de Ia senescence en inhibant Ja production d'ethy
lene lors de Ia floraison, Ia perte des chlorophylles et les 
activites proteases puisqu'en se liant aux polyribosomes il 
affecte Ia synthese proteique au cours de Ia croissance du 
fruit. 

Les correlations observees entre les teneurs en poly
amines conjuguees, Ia maturation des organes floraux et Ja 
presence de certains acides hydroxycinnamiques sugge
rent, mais ne prouvent pas, que ces composes jouent un 
röte important dans Je developpement. Cependant, Ia SU

perposition d 'une differenciation sexuee et biochimique 
permet de penser que Ia presence de ces composes est di
rectement liee a Ia maturation des organes sexues. De plus, 
en dissociant Ia floraison et Je debut de Ia croissance du 
fruit, nous etayons fortement I 'hypothese selon laquelle 
l'accumulation des polyamines conjuguees aux acides 
hydroxycinnamiques ( en particulier Je diaminopropane et Ia 
putrescine lies a l'acide para-coumarique) dans les tissus 
pourrait etre directement liee a I ' induction florale et a Ja 
floraison. I.: etape ulterieure de l 'experimentation devra etre 
l 'application d'inhibiteurs de la biosynthesedes polyami
nes a differentes etapes du developpement floral, afin de 
savoir si ces composes sont seulement des marqueurs de Ia 
floraison ou s'ilsjouent eux-memes un röle determinant dans 
l 'une Oll I, autre des etapes du developpement de Ia fleur et 
de Ia baie. 
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