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Relation entre la teneur en calcium et la résistance a la digestion enzymatique du tissu
pelliculaire au cours de la maturation du raisin

par
C. CHARDONNET et B. DONECHE

Institut d’Oenologie, Université de Bordeaux II, Talence, France

Résumé: L’évolution du calcium au cours du développement et de la maturation du raisin est irrégulidre. Les modifications
de la teneur en calcium des fractions pariétales a des conséquences importantes sur les tissus de la baie, principalement sur le tissu
pelliculaire dont I’évolution détermine le comportement de la baie face & une agression par un parasite tel que Botrytis cinerea.
L’étude de la digestion enzymatique des pellicules de baies de différents cépages au cours de la maturation du raisin révéle que les
pellicules les plus résistantes sont celles dont les teneurs en calcium pariétal sont les plus importantes. Plus précisément, la cohésion
des parois cellulaires de la pellicule résulte essentiellement de 1’état de complexation des substances pectiques chélatables par le
calcium.

Relation between calcium content and resistance to enzymatic digestion of the skin during grape ripening

Summary: The evolution of calcium during grape berry development and ripening is irregular. The changes in calcium
content of cell wall will have important consequences, mainly on the skin which is responsible for the berry reaction during attack
by pathogenic fungus like Botrytis cinerea. Our study about the evolution of the susceptibility to enzymatic digestion of berry skin
from different cultivars during ripening reveals that the more important the cell wall calcium content, the less susceptible is the skin.
Precisely, cell wall cohesion of the skin tissue results in the chelation state of the pectic substances.
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Introduction groupements carboxyles des composés pectiques mais
également avec les groupements hydroxyles d’autres
La maturation des fruits, comme la sénescence des  polyosides (WuyTack et GILLET 1978). Cette participation
tissus végétaux en général, est étroitement liée aux varia-  du calcium dans la cohésion des parois cellulaires végétales
tions de la concentration en calcium (FERGUSSON 1984). par complexation avec les substances pectiques a été
Ainsi, I'initiation du processus de maturation chez latomate  clairement établie (CLELAND et RayLE 1977). Le changement
correspond a une diminution de la richesse en calcium, de texture du fruit observé en cours de maturation est
notamment au niveau pariétal (RIGNEY et WiLLs 1981). essentiellement dd 4 une désorganisation des parois
Dés 1959, BoNASTRE signalait que 1’évolution du cal-  cellulaires résultant en grande partie d’une modification
cium au cours de la maturation du raisin est irréguliére.  des composés pariétaux, hémicelluloses et surtout sub-
Les travaux ultérieurs ont confirmé ces premiéres obser-  stances pectiques (PoovalaH et al. 1988). Ce phénomeéne
vations. Ainsi, HRAZDINA e al. (1984) ont constaté une dimi- ~ est la conséquence de 1’action de plusieurs activités
nution importante de la teneur en calcium au cours de la  enzymatiques produites par le fruit mdrissant telles que la
maturation chez le cépage hybride de Chaunac, tandis que  pectineméthylestérase et les polygalacturonases (SUWWAN
PossnEr et KLIEWER (1985) ont observé que la concentra- et Poovaian 1978; DeLLA PENNA ef al. 1990). Selon Jona
tion en calcium restait relativement constante pendant la ez al. (1983), I’activité de la polygalacturonase serait
maturation des raisins de cépage Chardonnay. La richesse  grandement facilitée par la disparition du calcium.
en calcium varie fortement selon les cépages et les condi- La pellicule du raisin constitue un élément déterminant
tions climatiques (SCHALLER et al. 1992). Dans une étude  dans la résistance aux attaques de parasites. Le champignon
précédente, DoNECHE et CHARDONNET (1992) ont montré que  pathogéne Botrytis cinerea, responsable de la pourriture
la maturation du raisin s’accompagne également d’'une  grise du raisin, produit les enzymes nécessaires 2 la lyse
migration du calcium de la pulpe vers la pellicule. des parois cellulaires (HEALE 1985). L’ objet de notre étude
Selon DEMARTY et al. (1984), 60 % du calcium contenu  est de déterminer s’il existe une relation entre la teneur en
dans le tissu végétal est localisé dans les parois cellulaires  calcium pariétal du tissu pelliculaire et sa résistance 2 la
ol il est retenu par interactions électrostatiques avec les  digestion enzymatique.

Correspondance a: C. CHARDONNET et B. DonecHE, Institut d’Oenologie, Université de Bordeaux II, 351, Cours de la Libération,
F-33405 Talence Cédex, France
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Matériels et méthodes

Des prélevements de raisins ont été réalisés en 1992 et
1993 sur les principaux cépages du vignoble Bordelais
(Cabernet-Sauvignon, Merlot, Muscadelle, Sauvignon et
Sémillon) implantés dans différentes parcelles de
I’appellation Graves (France). Des lots de 10 baies de méme
taille (diametre mesuré a 1’aide d’un pied a coulisse) ont
été prélevées régulierement avec leur pédicelle. Au
laboratoire, elles sont ringées a 1’eau ultrapure. Les
pellicules sont ensuite séparées des pulpes, soigneusement
lavées puis essuyées.

Extraction et dosage du calcium
pariétal: Apres pesée, les pellicules sont broyées a
I’aide d’un potter et les broyats sont repris dans de I’eau
ultrapure. Trois lavages du culot a ’eau ultrapure sont
ensuite effectués par centrifugations successives (9000
r.p.m.; 15 min). Le culot final est déshydraté puis minéralisé
par passage au four pendant 1 h a4 250 °C, 1 h 4 350 °C et
enfin 4 h a 500 °C. Les cendres blanches obtenues sont
ensuite reprises par 5 ml d’acide nitrique & 10 % puis
filtrées. Le volume final est ajusté a 50 ml pour un
échantillon initial de 10 baies. Le dosage du calcium est
réalisé par chromatographie ionique selon les conditions
suivantes: colonne de silice greffée avec des groupements
d’acide sulfonique; élution avec une solution contenant
0,5 M d’acide oxalique, 1 M d’éthyléne diamine et 10 %
d’acétone (v/v); débit de 1,5 ml/min; détection réalisée
par conductivité.

Mesure de la résistance a la diges-
tion enzymatique: Desdisques de pellicule de
0,4 cm de diameétre sont découpés a 1’aide d’un emporte-
piece et mis a incuber sous agitation, a 1’obscurité, dans
une solution aqueuse contenant: 10 % de mannitol, 2 % de
cellulase et 0,1 % de pectolyase. Le pH de cette solution
est ajusté a 5,5 avec HClL. Ce mélange enzymatique est
ensemencé avec du matériel frais a raison de 30 % (poids/
volume). Le nombre de protoplastes et de cellules est
déterminé par observation microscopique aprés 8 h
d’incubation.

Pour chaque cépage, cette expérience a été renouvelée
avec une préparation enzymatique de Botrytis cinerea,
souche C77 4 appartenant & la collection de 1’Institut
d’Oenologie (Bordeaux, France) et cultivée sur le milieu
préconisé par DRAwWeRT et KrerrT (1978). Les enzymes
exocellulaires ont été extraites et purifiées selon la méthode
décrite par Touzant (1993). Les conditions d’incubation
sont identiques & celles précédemment décrites. L’extrait
enzymatique de B. cinerea a été dilué de fagon & obtenir
une activité cellulase équivalente a la préparation com-
merciale, sans tenir compte des autres activités enzy-
matiques présentes dans cet extrait.

Extraction et dosage des sub-
stances pectiques: Le matériel insoluble a
I’alcool est préparé & partir des pellicules de raisin selon la
méthode de MourGuEts (1983). Les quatre fractions pec-
tiques sont extraites de ce matériel par la technique décrite

par BarBIER et THIBAULT (1982), adaptée au raisin par
SauLNiEr (1987). Le dosage est réalisé selon la méthode
spectrophotométrique de BLUMENKRANTZ et ASBOE-HANSEN
(1973).

Résultats et discussion

Une premiére étude a été réalisée au cours de la matu-
ration en 1992 sur des raisins des différents cépages étudiés
parvenus au méme stade de maturité. Elle nous a permis
de comparer ’efficacité des enzymes commerciales,
classiquement utilisées pour la digestion des tissus
végétaux, et d’un extrait enzymatique renfermant les
principales enzymes exocellulaires de B. cinerea.

L’incubation de disques de pellicules en présence
d’enzymes digestives dans un milieu isotonique pendant
8 h se traduit par la libération dans le milieu réactionnel
de cellules dissociées dont un certain pourcentage conduit
a des protoplastes (Tab. 1). Les résultats montrent que les
pellicules des différents cépages présentent des sensibilités
différentes a la digestion enzymatique, pour un stade de
maturité identique. De facon générale, les cépages blancs
choisis sont plus sensibles a cette digestion que les cépages
noirs. Le nombre de cellules libérées est important et la
majeure partie de ces cellules donnent ultérieurement des
protoplastes. Inversement, la digestion des pellicules de
cépages noirs libére peu de cellules. Le pourcentage de
protoplastes issus de ces cellules reste faible, méme sous
I’action du pool enzymatique de B. cinerea.

Tableau 1

Comparaison de l’efficacité des enzymes exocellulaires de
Botrytis cinerea et des enzymes commerciales pour la digestion
des pellicules de raisin en cours de maturation (1992)

Comparison between effectiveness of Botrytis cinerea exocellular
enzymes and commercial enzymes in digestion of skin berry of
ripening grape (1992)

Enzymes de B. cinerea  Enzymes commerciales

Cépages Cellules %Proto- Cellules  %Proto-
libérées plastes libérées plastes
(10°/gMF) formés (10°%/gMF)  formés
Cab. Sauv. 69 58 47 21
Merlot 83 55 20 60
Muscadelle 130 100 140 100
Sauvignon 250 100 80 100
Sémillon 230 100 140 50

Pourtant, 1’extrait enzymatique fongique a une trés
grande activité lytique, conduisant a la désagrégation du
tissu pelliculaire. Il s’agit en effet d’un mélange trés
complexe de nombreuses activités enzymatiques telles que
la pectineméthylestérase, 1’endopolygalacturonase, la
protéase acide, le complexe cellulasique... (Touzan et al.
1994), ce qui explique que le nombre de cellules libérées
sous ’action du pool enzymatique fongique est plus im-
portant, particulierement chez les cépages blancs étudiés.
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L’étude de la sensibilité pelliculaire & la digestion
enzymatique a été renouvelée en 1993 en suivant son
évolution au cours de la maturation. Seule la préparation
classique d’enzymes commerciales a été utilisée. Les
résultats regroupés dans Tab. 2 montrent que les pellicules
de Cabernet-Sauvignon et de Merlot présentent au cours
de la maturation en 1993 une plus grande sensibilité a la
digestion enzymatique. La quantité de cellules libérées est

globalement 2 a 4 fois plus importante qu’en 1992..

Cependant, la proportion de protoplastes formés reste trés
faible, de I’ordre de 15 %. De fagon générale, la matura-
tion se traduit chez ces deux cépages par une légére aug-
mentation de la sensibilité & la digestion enzymatique.
On retrouve chez les cépages blancs la méme différence
de sensibilité entre les deux millésimes (Tab. 2). Le nombre

Tableau 2

Evolution de la sensibilité a la digestion enzymatique des pelli-
cules des baies de cépages noirs (Cabernet-Sauvignon, Merlot)
et blancs au cours de la maturation (1993)

Evolution of susceptibility to enzymatic digestion of grape skin
of red and white cultivars during ripening (1993)

Cépages Dates de Cellules  %Protoplastes
prélévement libérées formés
Cabernet 30 Aotit 100 Traces
Sauvignon 07 Sep 130 15
13 Sep 100 30
20 Sep 120 17
Merlot 25 Aoft 70 - traces
01 Sep 100 22
08 Sep 100 20
15 Sep 130 15
20 Sep 90 22
Muscadelle 30 Aoiit 210 9
07 Sep 230 19
13 Sep 470 11
20 Sep 370
Sauvignon 25 Aoft 180 11
01 Sep 180 9
08 Sep 200 20
15 Sep 230 13
Sémillon 25 Aot 120 67
01 Sep 225 13
08 Sep 225 27
15 Sep 260 15
20 Sep 480 11

de cellules libérées par digestion augmente fortement en
cours de maturation. Cette évolution est particuliérement
importante dans le cas des cépages Muscadelle et Sémillon.
La formation de protoplastes reste cependant limitée.

La résistance ou la sensibilité d’un tissu végétal i la
digestion enzymatique in vitro ou a I’infection par un para-

site n’est pas due & un paramétre particulier mais 4 un en-
semble complexe de différents mécanismes et les sites
d’intervention sont multiples. Cependant, de nombreux
travaux ont montré que I’action des enzymes pectino-
lytiques est prépondérante dans la lyse des parois cellulaires
(ENGLISH et al. 1972; URBANEK et ZALEWSKA-SOBCZAK 1975;
VERHOEFF et LIEM 1978; BARTHE 1984). Les substances
pectiques sont surtout localisées dans la lamelle moyenne
et leur dégradation se traduit d’abord par la désagrégation
du tissu et par la libération de cellules isolées. La lyse
complete des parois conduisant aux protoplastes, fait appel
a d’autres activités enzymatiques et ’extrait de B. cinerea
est particulierement actif dans cette digestion.

Nous nous sommes plus particuliérement intéressés au
role du calcium dans la cohésion des parois cellulaires et
nous avons cherché a savoir si les variations dans la teneur
en calcium pariétal pouvait expliquer, au moins en partie,
les différences observées dans le comportement des
pellicules des cépages que nous avons étudiés. La Figure
montre qu’il existe une relation entre la résistance 2 la di-
gestion enzymatique et la teneur en calcium pariétal. Les
pellicules dont les parois sont les plus riches en ce cation

‘sont les plus résistantes a la digestion enzymatique. Ce

phénomene apparent masque une relation beaucoup plus
complexe. En effet, les deux cépages noirs présentent la
plus grande résistance mais les parois des cellules pelli-
culaires du cépage Merlot nécessitent des teneurs en cal-
cium plus importantes par rapport a celles du Cabernet
Sauvignon pour posséder une résistance identique.
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Figure: Relation entre la sensibilité 2 la digestion enzymatique

et la teneur en calcium pariétal des pellicules de différents cépages

au cours de la maturation en 1992 et 1993 (la courbe a été obtenue

par extrapolation exponentielle & ’aide du logical Cricket

Graph 1.3.2. L’équation de la courbe est: y = 716,5 - 10-0.0019x
avec un coefficient de corrélation de R=0,76).

Relation between susceptibility to enzymatic digestion and cell

wall calcium content of skin tissue from different cultivars dur-

ing ripening in 1992 and 1993 (the graph was obtained by expo-

nential extrapolation with the Cricket Graph 1.3.2 software. The

equation of regression line is: y=716.5 - 10°90019% with a correla-
tion coefficient R=0.76).
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La teneur en calcium pariétal ne suffit donc pas a
expliquer a elle-seule les différences de sensibilité observée.
11 est facile de concevoir que plus les parois sont riches en
substances pectiques chélatables par ce cation, plus la
teneur en calcium nécessaire 2 la cohésion pariétale doit
&tre importante. Les résultats que nous avons obtenus
montrent qu’a maturité, la pellicule de Merlot est parti-
culiérement riche en substances pectiques solubilisées par
I’oxalate d’ammonium (PSOX); ses parois en contiennent
environ huit fois plus que celles du Cabernet Sauvignon
(Tab. 3). Pour posséder une cohésion pariétale équivalente
a celle du Cabernet Sauvignon, la pellicule de Merlot
nécessite donc une plus grande richesse en calcium.

Tableau 3

Teneurs en substances pectiques solubilisées par 1’oxalate
d’ammonium des pellicules de Cabernet Sauvignon et de Merlot
a maturité (1993)

Contents in pectic substances solubilized by ammonium oxalate
of skin tissues of ripe Cabernet Sauvignon and Merlot berries

(1993)
Cabernet Merlot
Sauvignon
PSOX (ug/baie) 34 229
Re 6,7 1,7

Re = équivalents calcium pariétal / équivalents acides
des acides galacturoniques de la fraction PSOX.

Re =cell wall calcium equivalents / galacturonic acid
equivalents of PSOX fraction ratio.

La cohésion des parois cellulaires de la pellicule résulte
en réalité de 1’état de complexation des substances
pectiques. Afin d’apprécier cet état, il est nécessaire de
déterminer le rapport entre les équivalents en calcium
pariétal et les équivalents acides de la fraction pectique
PSOX. Pour obtenir une valeur élevée de ce rapport, ¢’est-
a-dire pour conserver une architecture pariétale cohérente,
il faut une teneur en calcium pariétal proportionnelle et
largement supérieure a la teneur en substances pectiques
solubilisées par un agent chélatant.

Ces observations doivent étre vérifiées sur d’autres
cépages et pour d'autres millésimes. La confirmation de
cette hypothése permettrait alors de disposer d’un paramétre
précis pour juger de la résistance a la digestion enzy-
matique, et donc de la sensibilité aux champignons
pathogénes d’un clone ou d’une variété donnée de vigne.
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