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Re s u me : Dans les buts de mieux connaitre le phenomene de l'incompatibilite au greffage chez la vigne et de valider une 
technique de caracterisation precoce, des analyses histologique, histochimique et histoenzymologique ont ete realisees au niveau de 
la zone de jonction sur des microgreffes de tiges in vitro et sur des greffes herbacees appartenant a des assemblages de type compatible 
et incompatible. L'etude anatomique montre que J'absence de connexions vasculaires conduit toujours a l'incompatibilite; par 
contre, la mise en place de raccords vasculaires n'est pas obligatoirement suffisante pour assurer la reussite ulterieure de la greffe. 
La repartition inegale de J'amidon entre le greffon et le porte-greffe caracterise l'incompatibilite, mais elle n'est pas observable 
avant son expression morphologique et ne peut done servir de marqueur precoce. La mise en evidence d' une activite peroxydasique 
dans nos conditions experimentales ne peut pas etre envisagee pour caracteriser rapidement l'incompatibilite. 

Histochemical study on the incompatibility of micrografting and green grafting of grapevines 

Sum mar y : In attempt to have a better knowledge of graft incompatibility in grapevine and to develop an early characterization 
technique, a histochemical and histoenzymological analysis of the union zone has been performed on in vitro micrografts and on green 
grafts of compatible and incompatible combinations. 

Anatomical studies showed that vascular connections were absolutely necessary but not sufficient for the success of the graft. 
The abnormal starch distribution allows incompatibility characterization but only after its morphological manifestation. Our histo
enzymological study shows that peroxydase activity should not be used and generalized for rapid characterization of incompatibility. 

K e y w o r d s : micrografting, green grafting, histology, starch, peroxidase activity. 

Introduction 

Depuis !'invasion phylloxerique a la fin du siecle 
dernier, le greffage de la vigne europeenne (Vitis 
vinifera L.) sur des porte-greffs is sus de vignes americaines, 
tolerantes au phylloxera, est devenu une pratique 
indispensable pour la multiplication vegetative de la vigne. 
Cependant, 1' association de certaines varietes greffons/ 
porte-greffe se heurte parfois a differents accidents de 
vegetation souvent attribues au phenomene d'incompati
bilite au greffage sans que la demonstration en ait ete faite. 
Nous nous sommes interesses a deux cas confirmes 
d'incompatibilite: 

le Jaoumet (V. vinifera) greffe sur 57 Richter 
(V rupestris x V berlandieri) dont l'incompatibilite est de 
type «transloqub> (BOUBALS et HUGLIN 1950; MossE 1962) 

la Syrah (V vinifera) clone 101 greffee sur SO 4 
(V riparia x V berlandieri) clone 5 dont l'incompatibilite 
est de type differe (GRENAN et VALAT 1987). 

Dans ce dernier cas, les symptomes n' apparaissent 
qu' apres trois ou quatre ans de culture et la mise en evidence 
de la presence d'un agent phytopathogene non identifie 
pourrait expliquer en partie cette incompatibilite. 

Afin de contribuer a une meilleure connaissance des 
mecanismes de l'incompatibilite et dans le but de 
rechercher des techniques de caracterisation precoce, une 
etude histologique et histochimique a ete realisee sur plus
ieurs assemblages, de nature compatible et incompatible, 
realises selon des methodes de greffages differentes 
(D'KHILI 1994). 

Trois methodes ont ete mises en oeuvre: Le greffage 
de materiel ligneux, traditionnel, sert de temoin et permet 
de conforter les observations faites au vignoble 
anterieurement. Le greffage de boutures herbacees et le 
microgreffage de tiges in vitro sont deux methodes utilisees 
dans le but de favoriser une exteriorisation plus rapide des 
symptomes. 

Le microgreffage de tiges in vitro a conduit 
effectivement a un depistage precoce de l'incompatibilite 
du Jaoumet greffe sur 57 R caracterisee par une absence 
totale de developpement racinaire et caulinaire apres un 
mois de culture. Cette technique a egalement permis de 
reveler la nature physiologique de cette incompatibilite qui 
apparait liee a un probleme de desequilibre hormonal. Par 
contre, dans le cas de l'assemblage Syrah clone 101/SO 4 
clone 5, les microgreffes n' ont jamais manifeste de 
symptomes d' incompatibilite. 

Correspondance a: s. GRENAN, Etablissement Nationale Technique pour I' Amelioration de la Viticulture, E.N.T.A.V., Domaine de 
l'Espiguette, F-30240 Le Grau du Roi, France. 
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Le greffage de boutures herbacees conduit a un 
depistage moins rapide qu' avec le microgreffage (3 mois 
contre 1, cas du Jaoumet) mais tout de meme plus precoce 
que dans le cas du greffage ligneux temoin (3 mois contre 
6 pour le Jaoumet, et 12 mois contre 36 pour la Syrah). Par 
ailleurs, l'etude du comportement des greffes herbacees 
del'assemblage Syrah/SO 4 a conforte l'hypothese de 
l' origine virale de cette incompatibilite. 

Les microgreffes et les greffes herbacees offrent un 
materiel plus adapte que les greffes ligneuses aux exarnens 
histologiques et histochimiques. Elles ont ete utilisees dans 
ce travail pour etudier, aux cours du temps, la mise en 
place des tissus, la localisation des reserves amylacees et 
la presence d'une activite peroxydasique, dans I' objectif 
de caracteriser le plus precocement possible l'incom
patibilite. 

Materiel et methodes 

M a t e r i e 1 : Pour chacune des deux associations 
etudiees, plusieurs assemblages de nature compatible et 
incompatible ont ete utilises. Pour chaque cas, 1' assemblage 
incompatible est compare a 1, assemblage inverse et a un 
assemblage temoin compatible. 

Soit pour le cas du Jaoumet/57 Richter: 57 Richter/ 
Jaoumet, Jaoumet/110 Richter et pour le cas de la Syrah 
clone 101/SO 4 clone 5: SO 4 clone 5/Syrah clone 101, 
Syrah clone 300/SO 4 clone 5. 

T e c h n i q u e s d e g r e f fa g e : Le microgreffage 
de tiges in vitro est realise a l'oeil nu a I' aide d'un scalpel 
et de deux petites pinces. 11 consiste a inserer un greffon, 
constitue d'un bourgeon et d'une portion de merithalle sous
jacente en biseau, dans une fente realisee sur un merithalle 
du porte-greffe. Les deux elements de la greffe sont issus 
de plantes cultivees in vitro (D'KHILI 1994). 

Le greffage herbace est realise a I' aide d'une machine 
selon la technique mise au point par l'Institut National de 
la Recherche Agronomique et le Groupement Champenois 
d'Exploitations Viticoles (W ALTER et al. 1990). 

T e c h n i q u e s h i s t o 1 o g i q u e s e t h i s t o
c h i m i q u e s : Les echantillons preleves au niveau de 
la zone de greffage sont fixes par un melange de glutar
aldehyde a 1 %, paraformaldehyde a 2 %, cafeine a 1 %, 
tamponne par le phosphate de Na 0,1 M (pH 7,2). Apres 
deshydratation, les echantillons sont inclus dans une resine 
LKB "Technovit 8100" qui permet une polymerisation a 
froid assurant ainsi une bonne conservation des activites 
enzymatiques. Des sections de 3 Jlm d'epaisseur sont 
realisees a l'aide d'un microtome "Historange LKB". 

Dans le but de bien visualiser les structures tissulaires 
et de mettre en evidence les reserves, une double coloration 
est realisee a 1' aide de I' acide periodique-Schiff qui revele 
en rouge les polysaccharides parietales et l'arnidon present 
dans le cytoplasme et le "naphthol blue black" qui colore 
specifiquement en bleu noir les proteines solubles ou non. 

Les peroxydases sont revelees selon la methode de 

GRAHAM et al. (1965), en utilisant comme donateur d'hydro
gene le 3-amino-9-ethylcarbazole. La specificite de la 
reaction enzymatique est verifiee en realisant des reactions 
temoins par ajout dans la solution de revelation d'un 
inhibiteur enzymatique, le cyanure de potassium a 0,01 M, 
ou par omission du substrat. 

Resultats et discussion 

Evolution histologique de la zone 
d e g r e f f a g e : L' etude de 1' evolution histologique de 
la zone de greffage, realisee sur les microgreffes de tiges 
in vitro et sur les greffes herbacees des assemblages temoins 
compatibles, montre que le processus d'union s'effectue 
selon les trois phases classiquement decrites (FALLOT 1970): 

-proliferation d'un cal de soudure a partir des cellules 
du greffon puis du porte-greffe (Fig. 1) 

- formation, au sein des cellules du cal, d'un «neo
cambium» situe dans le prolongement du cambium des 
deux elements de la greffe (Fig. 2) 

- differenciation de connexions vasculaires a partir du 
neocambium permettant ainsi la jonction puis les echanges 
entre les deux constituants de la greffe (Fig. 3). 

L' observation de ce processus de mise en place 
«normale» des tissus au niveau du point de greffe a servi 
de repere pour l'etude des greffes incompatibles. 

Les deux associations etudiees presentent deux 
evo1utions anatomiques distinctes . 

a) Pour le Jaoumet greffe sur 57 Richter, la zone de · 
jonction des microgreffes se caracterise par la formation 
d'un cal uniquement du cote du greffon (Fig. 4, G) ; le 
porte-greffe demeure inactif (Fig. 4, PG). Chez les greffes 
herbacees (Fig. 5 et 6), le cal forme au niveau de la zone 
de greffage est issu des deux elements de la greffe. 

Cependant, dans aucun des deux types de greffage le 
processus d, union n, aboutit a la mise en place de 
connexions vasculaires. Pour les greffes herbacees, la 
difference observee au niveau de la callogenese pourrait 
etre la consequence d'un trempage du talon du porte-greffe 
dans une solution auxinique (acide a -naphtalene acetique 
a 0,5 mg · 1·1

) au moment du greffage. 
b) Pour la Syrah clone 101 greffee sur SO 4 clone 5, 

1' evolution anatomique est similaire a celle de 1' assemblage 
temoin compatible. Les connexions vasculaires s' eta
blissent normalement quelle que soit la methode de greffage 
employee. Ceci montre, d'une part, que l'incompatibilite 
de cette association n'a pas de bases anatomiques et d'autre 
part, que la mise en place des connexions vasculaires 
constitue une etape indispensable mais non suffisante pour 
la reussite ulterieure de la greffe. D'autres causes, telle 
que la presence d'un agent phytopathogene de type viral 
dans le clone 101 de la Syrah pourraient etre a l'origine de 
cette incompatibilite (GRENAN et VALAT 1987; D'KHILI 1994; 
D'KHILI et al. 1994). 

Par ailleurs l'etude des greffes inverses a montre la 
meme evolution que celle observee pour les greffes temoins 
compatibles. Les greffes in verses apparaissent done comme 
de type compatible. 
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Fig. 1-3: Anatomie de la zone dejonction des microgreffes de tiges in vitro dans le cas d'un assemblage compatible. 1 Developpement 
du ea!, TN, issu du greffon G, et du porte-greffe PG, observe une semaine apres le microgreffage (x170). 2 Differenciation d'un 
nouveau cambium CN a partir des cellules du ea!, assurant la jonction entre les deux elements de la greffe (3 semaines) (x 170). 

3 Connexions vasculaires bien etablies (5 semaines) (x170). 
Fig. 4: Cas des microgreffes in vitro du Jaoumet/57 Richter: assemblage incompatible (36 jours) (5x 170): Mise en place d'un 
cambium CN au sein du ea! neoforme TN par le greffon - Absence de connexions vasculaires - Accumulation importante des grains 

d'amidon dans les tissus du porte greffe PG (Granules sombres). 
Fig. 5-6: Anatomie de la zone de greffage des greffes herbacees. 5 Connexion vasculaire CV bien etablie chez les assemblages 
compatibles (47 jours) (x 170). 6 Cas d'incompatible Jaoumet/57 Richter: formation d'un ea! CN par les deux elements de la greffe 

mais sans aboutir a la mise en place d'une connexion vasculaire (47 jours) (x 170). 

C = cambium preexistant; CN= cambium neoforme; CV = connexion vasculaire; G = greffon; PG = porte-greffe; TN = tissus 
neoformes; X = xyleme. 

Figs. 1-3: Anatomy of the union of a compatible in vitro micrograft. 1 Formation of the callus TN, from the scion G, and the stock 
PG (x 170). 2 A graft-binding carnbium CN has differentiated within the callus (3 weeks after grafting) (x170). 3 Vascular connection 

between stock and scion is well established (5 weeks after grafting) (x 170). 
Fig. 4: Incompatible micro-graft: Jaoumet/57 Richter (36 d) (x 170): newly foimed cambium within the newly formed callus originates 

from the stock- absence of vascular connection - starch accumulation within the stock tissues PG (dark grains). 
Figs. 5-6: Anatomy of the union zone of green-grafts. 5 Compatible grafts: vascular connection VC between stock PG ans scion G is 
well established (47 d) (x170). 6 in vitro incompatible graft Jaoumet/57 Richter: The union between the two partners is ensured by 

a well developed callus, CN. Absence of a vascular connection (47 d) (xl70). 

C = cambium; CV= new cambium; CV= vascular connection; G =scion; PG= rootstock; TN =new tissue; X= xylem. 
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L' absence de participation des tissus du porte-greffe a 
I' elaboration du cal observee des le 16e jour et le non 
etablissement des connexions vasculaires apres 45 jours 
sont deux indices precoces de la manifestation de l'in
compatibilite du Jaoumet/57 R. Pour cette association, le 
microgreffage de tige in vitro apparait comme une 
technique favorisant une revelation rapide de l'incom
patibilite transloquee. A I' inverse, quelle que soit le mode 
de greffage utilise, la mise en place de connexions vascu
laires dans 1' assemblage Syrah clone 10 1/SO 4 clone 5 ne 
pennet pas de suspecter une possible evolution vers une 
incompatibilite differee. 

L a 1 o c a 1 i s a t i o n d e 1' a m i d o n : Pendant 
les trois premieres semaines, tous les assemblages 
examines, compatibles ou non, possedent des grains 
d'amidon dans tousles tissus du porte-greffe. Au cours du 
temps, dans les microgreffes de tiges in vitro, seul 
I' assemblage incompatible Jaoumet/57 Richter montre une 
repartition de 1' ami don differente de celle de 1' ensemble 
des combinaisons compatibles et inverses (Tableau). En 
effet, une accumulation importante de grains d' amid on dans 
les tissus du porte-greffe est observee des 1' age de 36 jours 
(voir Fig. 4, grains noirs, PG). L'absence de developpement 
caulinaire et racinaire observee chez cette combinaison 
pourrait-etre a l'origine de cette accumulation inhabituelle. 

Tableau 

Evolution de !'accumulation des grains d'amidon au niveau de 
la zone de greffage des microgreffes de tiges in vitro. Cas du 
Jaoumet/57 Richter, de !'assemblage inverse et de !'assemblage 

temoin 
PG = porte-greffe, G = greffon; 0 = absence de grain d'amidon, 

+ = presence faible, +++ = presence importante 

Evolution of starch accumulation at the union zone of in vitro 
micrograft of Jaoumet/57 Richter, inverse combination and 

compatible combination 
PG = rootstock, G = scion; 0 = no starch, + = little starch, 

+++ = high starch concentration 

Les greffes herbacees Jaoumet/57 Richter, examinees 
durant les deux premiers mois au cours desquels un certain 
developpement vegetatif est observe, ne montrent pas de 
difference dans 1' accumulation et la repartition des grains 
d'amidon en relation avec le degre d'incompatibilite. 

Dans le cas de la Syrah clone 101 greffee sur SO 4 
clone 5, le test de presence d'amidon realise au moment 
de la visualisation morphologique de l'incompatibilite 
(12 mois), caracterisee par un rougissement du feuillage, 
revele une repartition inegale: le greffon est plus riche en 
aniidon que le porte-greffe. 

L'accumulation anormale d'amidon dans l'un des 
constituants de la greffe caracterise done bien l'incom
patibilite ace stade d'evolution, mais elle ne peut pas etre 
utilisee comme marqueur precoce. 

L' a c t i V i t e p e r 0 X y d a s i q u e : Plusieurs 
auteurs ont cherche a mettre en relation les peroxydases 
avec le phenomene d'incompatibilite au greffage en faisant 
appel a des methodes histochimiques ou biochimiques 
(COPES 1978; DELOIRE et HEBANT 1982; POESSEL 1983; 
QUESSADA et MACHEIX 1984; MASA 1986). Dans le meme 
esprit, une etude histoenzymologique de 1' activite per
oxydase au niveau de la zone de greffage a ete realisee sur 
les microgreffes de tiges in vitro et sur les greffes herbacees 
de divers assemblages de nature compatible et in
compatible. 

Le marquage peroxydasique est localisable au niveau 
de la zone de greffage chez l'un ou les deux elements de la 
greffe (Fig. 7 a 11, tetes de fleches) . 11 ne concerne que 
certains tissus: le cal neoforme a }'interface, le parenchyme 
cortical, le phloeme et la moelle. Aucune reaction cyto
plasmique n'a ete observee, seules les parois et les lamelles 
moyennes sont concernees. Les marquages temoins realises 
se sont toujours reveles negatifs. 

Pour les microgreffes de tiges in vitro (Fig. 7 et 8), les 
deux assemblages incompatibles etudies presentent le plus 
souvent une activite peroxydasique relativement plus 
importante que celle des assemblages temoins compatibles 
et cette activite persiste au cours du developpement (Fig. 7). 
Cependant, certaines associations de nature compatible 
presentent aussi une reaction enzymatique importante qui 
perdure au cours du developpement (Fig. 8). La presence 
d'une activite peroxydasique n'est done pas specifique des 
assemblages incompatibles pour les microgreffes de tiges 
in vitro. 

En ce qui concerne les greffes herbacees, toutes les 
associations compatibles ou non presentent un marquage 
localise le long de la ligne de contact entre les deux ele
ments de la greffe. Mais les deux assemblages incompa
tibles Jaoumet/57 Richter (Fig. 9) et Syrah clone 101/SO 4 
clone 5 (Fig. 1 0) manifestent une activite peroxydasique 
egale ou plus importante que celle des assemblages temoins 
compatibles (Fig. 11 a comparer avec les Fig. 9 et 10). 
Cette activite intense, qu'il serait interessant de pouvoir 
quantifier, pourrait etre en relation avec la presence d'un 
agent viral. D'une fa~on generale, la reaction peroxydasique 
est toujours plus intense pour les greffes herbacees que 
pour les microgreffes. 

Des travaux anterieurs sur 1' incompatibilite de 
certaines varietes de poivron greffees sur la tomate ont 
revele que l'activite peroxydasique persiste et augmente 
avec le temps, specifiquement pour les associations 
incompatibles (DELOIRE et HEBANT 1982). Mais ce resultat 
a ete obtenu en utilisant le 3-3 diamino benzidine comme 
substrat sur des sections de 12 jlm d'epaisseur alors que 
les observations presentees ici ont ete faites sur des coupes 
de 3 jlm avec un substrat different, le 3 amino 9 ethyl
carbazole, dont le produit de la reaction est d'une grande 
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Fig. 7-11: 7 Marquage peroxydasique (tetes de fleche) observe au niveau de la zone de greffage des microgreffes de tiges in vitro de 
la Syrah clone 101 greffee sur le SO 4 clone 5 (47 jours) (x170). 8 Marquage peroxydasique (tetes de fleche) observe au niveau de 
la zone de greffage des microgreffes de tiges in vitro d'un assemblage de type compatible (47 jours) (x330). 9 Marquage peroxydasique 
observe au niveau de la zone de greffage des greffes herbacees du Jaoumet greffe sur 57 Richter (47 jours) (x330). 10 Marquage 
peroxydasique observe au niveau de la zone de greffage des greffes herbacees de la Syrah clone 101 greffes sur SO 4 clone 5 (47 
jours) (xl70). 11 Marquage peroxydasique observe au niveau de la zone de greffage des greffes herbacees d'un assemblage de type_ 

compatible (47 jours) ( xl70). 

G "= greffon; PG= porte-greffe; TN = tissus neoformes; >- = activite peroxydasique. 

Figs. 7-11: 7 Peroxidase activity at the union zone of the in vitro micrografts of Syrah clone 101 on SO 4 clone 5 (47 d) (x170). 
8 Peroxidase activity at the union zone of the in vitro micrografts of a compatible graft (47 d) (x330). 9 Peroxidase activity at the 
union zone of green-grafts of Jaoumet on 57 Richter (47 d) (x330). 10 Peroxidase activity at the union zone of green-grafts of Syrah 

clone 101 on SO 4 clone 5 (47 d) (x170). 11 Peroxidase activity at the union zone of a compatible green-graft (47 d) -(xl70). 

G = scion; PG =rootstock; TN = new tissue; >- =peroxidase activity. 

stabilite (GRAHAM et al. 1965). Dans ces conditions experi
mentales, 1' activite peroxydasique revelee ne semble pas 
specialement liee a l'incompatibilite au greffage. 

11 a ete suppose que la lignification defectueuse qui se 
produit dans 1' assemblage incompatible de I' abricotier 
greffe sur le myrobolan pourrait etre due a une peroxydase 
presentant une affinite particuliere pour la syringaldazine 
(QuESSADA et MACHEIX 1984). En effet, l'activite peroxy-

dasique est liee a de nombreux processus physiologiques 
de la plante tels que la lignification ou le catabolisme 
auxinique (GASPAR et al. 1985) et les resultats obtenus, aussi 
bien biochimiques qu ' histoenzymologiques, ne seront 
significativement interpretables que dans la mesure ou 1' on 
pourra reellement preciser queUes sont les activites 
peroxydasiques specifiques revelees selon les substrats 
utilises. 
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Conclusions 

Si 1' objectif fixe au debut de ce travail a sa voir, la 
caracterisation precoce de l'incompatibilite n'a pu totale
ment aboutir, les experimentations qui ont ete menees ont 
apporte quelques elements de reponses et ouvert des pistes 
d'investigations futures. 

Les microgreffes de tiges in vitro se caracterisent par 
un developpement de type tout ou rien dans le cas du 
Jaoumet et sont done particulierement interessantes pour 
mettre en evidence l'incompatibilite confirmee par I' etude 
histologique. En effet, I' absence d'activite du porte-greffe 
et la non-formation de connexions vasculaires peuvent etre 
considerees comme deux marqueurs precoces de l'incom~ 
patibilite puisqu'ils permettent de depister ce phenomene 
dans le mois qui suit le greffage. 

Le greffage herbace revele l'incompatibilite plus 
rapidement qu 'une greffe ligneuse mais 1' etude histologique 
ne permet pas de deceler tres precocement d'anomalies 
particulieres. 

La repartition inegale de l'amidon entre le sujet et le 
greffon est une caracteristique histochimique connue 
traduisant l'incompatibilite de nature "transloquee" 
(SCHNEIDER 1957; MossE 1962). D'apres nos observations 
elle n'est evidente qu'au moment de la visualisation macro
scopique de cette incompatibilite et de ce fait elle ne peut 
etre consideree comme un marqueur precoce. 

L'activite peroxydasique telle qu'elle a ete revelee au 
cours de nos experimentations ne peut pas non plus etre 
consideree comme un marqueur. L'utilisation au cours du 
temps de substrats differents permettant de reveler et de 
localiser diverses activites peroxydasiques caracteristiques 
de certaines activites physiologiques pourrait conduire a 
la mise en evidence d'un marqueur specifique et precoce 
de l'incompatibilite. 'Par ailleurs, des resultats preliminaires 
obtenus par la microscopie a fluorescence, montrant 
1' accumulation de certains composes polyphenoliques 
(flavono'ides et acides phenoliques), au niveau de !'interface 
greffon/porte-greffe dans des assemblages herbaces ages 
de 2 mois (Jaoumet/57 Richter) tendent a prouver que la 
presence ou non de ces substrats pourrait etre consideree 
comme un marqueur. Une etude cinetique de !'accumu
lation de ces composes, completee par des resultats 
quantitatifs obtenus par HPLC permettrait de preciser leur 
nature et leur importance. 
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