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INTRODUCTION

Georges HAUSHALTER
Président du CIVB

Chers collegues,

Cette 11°me Journée technique du CIVB est I’occasion de vous présenter les résultats de
travaux originaux et novateurs, soutenus par I’interprofession, dans des domaines variés, comme
I’analyse des vins, la compréhension de la typicité des vins ou la protection du vignoble et de
I’environnement.

Le fil conducteur de cette journée est celui de I’innovation transversale : comment aller
de I’émergence d’une idée chez un professionnel dans son travail quotidien jusqu’a la
construction d'une recherche de qualité par des scientifiques intéressés.

Ces innovations s’inscrivent dans une politique a long terme, poursuivie par la filiere des
vins de Bordeaux. En effet, seule la durée permet aux équipes d'innover et de proposer des
réponses aux multiples enjeux auxquels notre filiere est confrontée et la liste est longue, citons
en quelques-uns sans épuiser le sujet : qualité de nos vins, adaptation aux évolutions du climat,
sécurité alimentaire, développement durable, lutte contre la contrefagon, etc....

Avec du temps et des moyens, avec aussi la volonté de regrouper les forces de la recherche,
a commencer par la recherche locale, il est envisageable de relever de nombreux défis. C'est une
occasion de dire a quel point nous soutenons le projet de nouvelle université bordelaise malgré
les réticences de certains. Nous soutenons aussi et au sein de cette nouvelle université a dimension
internationale, I'émergence d'un grand pole viti-oeno a Bordeaux.

N'oublions pas que l'image de notre filiere et de nos produits a toujours bénéficié des
recherches et acquis de I'école bordelaise. C'est une caractéristique majeure de notre vignoble et

qui renforce sa réputation.

Merci donc aux chercheurs de toutes les disciplines que nous soutenons résolument depuis
des décennies.

Je vous souhaite une agréable participation aux travaux de cette journée.
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LES ACTIONS TECHNIQUES DU CIVB

Didier de COUESBOUC, Philippe BARDET
Co-Présidents de la Commission technique du CIVB

Faire avancer la connaissance pour permettre a tous les opérateurs de produire un raisin
de qualité sans cesse améliorée, devenir la référence en matiere de développement durable sont
les ambitions poursuivies par la Commission technique du CIVB. Celle-ci est composée de 9
viticulteurs et 9 négociants. Elle définit les orientations de I’action interprofessionnelle et veille
a leur suivi. Elle dispose d’un budget annuel de 2,4 millions d’euros (voir graphe) pour les actions
suivantes :

- la recherche, le transfert et le développement (vigne et vin),

- I’information et la diffusion,

- le suivi aval de la qualite,

- le développement durable,

- le SIG (systeme d’informations géographiques) du Vin de Bordeaux.

Budget 2013: 2,38 M €

B Recherche vigne

M recherche vin

m Controle qualité

M Diffusion

M Développement durable

I Défense du patrimoine (SIG)
m Opportunités

W Autres études

Achat et stockage de vins

M Frais divers

Ces deux dernicres années ont été marquées parmi de nombreuses évolutions et innovations :

- Démarrage de la mise sous management environnemental de la filiere avec I’obtention
de la certification collective ISO 14001,

- Accession a la reconnaissance « certification environnementale de niveau 2 » pour les
entreprises du SME certifiées,

- Mise en place d’une nouvelle version du SIG plus ergonomique, rapide et disponible en
version nomade.

Lannée 2013 sera marquée par la mise en place du nouveau programme de recherche
2013/2015, Ia mise a jour du bilan carbone établi en 2008, la définition d’une stratégie pour le
suivi et I’entretien de la biodiversité en Gironde viticole, la mise en place d’une plateforme
d’authentification des vins,...

Toutes ces avancées ont pu se faire grace aux actions développées les années antérieures
via le travail de R&D.
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RECHERCHE ET EXPERIMENTATION

Préparer I’avenir et anticiper les problémes par la mise en place de travaux qui porteront
leurs fruits d’ici quelques années est la premiere mission dévolue a la Commission technique du
CIVB.

Le CIVB soutient ainsi un important programme d’études (1,2 millions d’euros par an,
pour le programme 2010/2013), qui comporte une trentaine de contrats de recherche et
d’expérimentation, contribuant au soutien financier de 17 théses de doctorat et 7 emplois de
« post-doctorant » au cours de cette période. Les axes prioritaires poursuivis en 2010/13
concernent 1’adaptation au changement climatique, le développement durable, cenologie et
produit, les techniques d’analyses et dégustations (détails, voir tableau 1).

L’essentiel des travaux présentés lors de cette journée technique provient de ce programme
de recherche. Beaucoup de travaux n’auraient jamais été initiés sans un partenariat constant
entre la recherche et les acteurs de terrain et une volonté permanente d’innover pour répondre
aux tres nombreuses attentes techniques de la filiere. Nous avons donc fait de l’'innovation le fil
rouge de cette 11eme journée technique du CIVB.

Le service technique intervient également au niveau national aux travaux et réflexions de
la filiere :

- Participation aux orientations R & D du fonds viticole FranceAgriMer (et obtention de
crédits en 2011 et 2012 sur cette ligne pour le CIVB, 'INRA et I'ISVV),

- Co-financement dans le cadre du CNIV de travaux sur le génome de la vigne,

- Participation au CST (conseil scientifique et technique) de la filiere, aux groupes de
travail « contaminants » et « guide de bonnes pratiques d’hygiéne »,

- Réflexion sur la constitution d’un GIS (groupement d’intérét scientifique) Vigne.

Le CIVB est membre et soutien du Cluster Inno’vin. Ce cluster regroupe 65 adhérents
dont 50 entreprises de la filiére vitivinicole. Depuis sa création en 2010, il a permis la labellisation
et le co-financement d’une dizaine de projets d’innovation. En développant des innovations des
entreprises de la filiere, il contribue au développement économique de notre filiere et compléte
les actions du CIVB en maticre de recherche et d’expérimentation, en assurant un relais
complémentaire entre les organismes de recherche et de développement et les industries de la
filiere.

Lutte contre la contrefacon

Le développement considérable de 1’exportation expose d’avantage les vins de Bordeaux a des
contrefagons, plus ou moins grossicres. Elle fait I’objet de la mesure 5 du plan Bordeaux Demain
(mesure 5) qui comporte plusieurs pistes de travail : demande d’enregistrement de 1’IG Bordeaux
aupres des autorités chinoises, prélévement sur linéaires, développement des formations de I’Ecole
du Vin de Bordeaux a I’international, application Smart Bordeaux,...

En matiére technique, le CIVB souhaite mettre en place avec ses partenaires une plateforme
d’authentification des vins qui s’appuiera sur les équipes scientifiques compétences. L objectif a
court terme est de disposer d’un dispositif d’analyses complet du vin et des éléments de la bouteille
(verre, étiquette, capsule) afin d’établir rapidement 1’authenticité d’une bouteille suspecte de
Bordeaux prélevée sur les marchés, pour répondre a la demande des marchés et valoriser les travaux
de recherche menés depuis longtemps sur cette thématique. A plus long terme, il s’agira de
développer de nouvelles techniques et bases de données permettant d’établir les caractéres
analytiques spécifiques aux vins de Bordeaux. Dans ce cadre, un programme de recherche
exploratoire est en cours avec le laboratoire SCL et le laboratoire ISM.
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Tableau 1 : programmes de recherche et d’expérimentation 2010/2013

ANALYSES ET DEGUSTATIONS

* Sondes fluorescentes pour I'analyse simultanée des acides du vin (IECB)

* Etude de la Biogenése des Anthocyanes et des Tannins Condensés (IECB)

* Développement d’une méthode de dosage de I’histamine des vins par chromatographie sur couche mince (Université
de Bordeaux 2 Faculté cenologie ISVV)

* Contribution a la mise en place, au suivi et au controle d’un jury professionnel de dégustation des vins. Etude des
performances de segmentation sensorielle (Université de Bordeaux 2 Faculté cenologie ISVV)

* Dosage de résidus de pesticides dans les vins, les raisins et les effluents viti-vinicoles - développement de la
technique de LC-MS/MS (Université de Bordeaux 2 Faculté cenologie, ISVV)

* Développement d’un passeport analytique pour le vin par spectrométries Raman et résonance magnétique nucléaire
(SCL, ISM Université de Bordeaux 1)

CHANGEMENT CLIMATIQUE

« Interactions porte-greffe/greffon chez la vigne sous contraintes abiotiques (INRA Bordeaux, UMR EGFYV, ISVV)

* Etude de la réponse d'une large gamme de cépages aux évolutions climatiques en Bordelais - Phénotypage et mise
en place d'une base de données (ENITAB, ISVV)

* Bases agronomiques, trophiques et génétiques du rapport sucres/polyphénols dans les baies (INRA Bordeaux,
UMR, EGFV, ISVV)

» Méthodologie d’étude de la variabilité climatique a méso-échelle - Application a la région du Libournais (INRA
Bordeaux, UMR, EGFV, ISVV)

DEVELOPPEMENT DURABLE

* Conservation du patrimoine génétique des cépages bordelais : transfert des connaissances ; Caractérisation et
conservation de la biodiversité du matériel végétal ; Alternatives au désherbage chimique pour I'entretien des sols
viticoles : évaluation de l'influence sur la production d'itinéraires techniques de gestion intégrée des adventices et
de la fertilité des sols (Chambre d'agriculture, service vigne et vin)

* Apports de la protéomique d’expression différentielle dans la lutte contre Esca et Eutypa lata (IECB)
Flavan-3-ols : Stéréochimie et Phytotoxicité chez la vigne (Université de Bordeaux 1, UMR CBMN)

* Identification et suivi in situ de composés impliqués dans la défense des feuilles de vigne caractérisées pour leur
niveau de résistance au mildiou (Université¢ de Metz, LSMCL ; INRA centre de Colmar)

» Méthode alternative ou complémentaire de protection du vignoble : Efficacité de stimulateurs de défenses sur
Oidium et Mildiou et optimisation en conditions controlées et au vignoble (INRA Bordeaux, ISVV, UMR Santé
végétale)

* Impact de systémes de cultures a bas niveaux d’intrants sur la qualité microbiologique de la baie de raisin et sur la
microflore des processus fermentaires (Université de Bordeaux 2 Faculté d'cenologie ENITA ISVV)

* Approche pluridisciplinaire pour la gestion de la maladie du court-noué au vignoble (INRA Colmar)

* Flavescence dorée de la vigne : évaluation des sources de risque épidémique et étude des interactions avec les hotes
(INRA Bordeaux, ISVV, UMR GDPP)

* Etude du comportement de la cicadelle de la Flavescence dorée par une triple approche (INRA Bordeaux, ISVV,
UMR Santé végétale)

* Recherche d’indicateurs afin de piloter la protection de la grappe de raisin contre les tordeuses et le Botrytis (INRA
Bordeaux, ISVV, UMR Santé végétale)

OENOLOGIE ET PRODUIT

* Améliorer la préparation des vins de Bordeaux a la mise en bouteilles pour préserver les qualités obtenues en
vinification ; Evaluation de colles non allergénes ; Acquisition de références sur les équipements vinicoles et
cenologie raisonnée (Chambre d'agriculture, service vigne et vin — IFVV Bordeaux-Aquitaine)

* Caractérisation et développement de la typicité aromatique des vins de Bordeaux (Université¢ de Bordeaux 2, Faculté
cenologie, ISVV)

* Précurseurs d’ardmes glycosylés du bois de chéne (Université de Bordeaux 2, Faculté cenologie, ISVV)

* Maitrise du niveau d'oxygénation des vins et de 1'¢levage a l'aide de bois de chéne. Recherche de 1'optimum de la
qualité tannique des vins (IECB - Université de Bordeaux 2, Faculté cenologie, ISVV)

* Interactions perceptives et expression de 1’arome fruité typique des vins rouges (ENITA ISVV)

* Bases moléculaires de la saveur sucrée des vins (Université de Bordeaux 2, Faculté cenologie, ISVV)

* Lipides et tannins : modifications des perceptions organoleptiques produites par les tannins du vin en présence de
lipides des membranes tapissant la bouche ou de ceux du bol alimentaire (IECB)

* Les Sucres et I’ Astringence : effet des polysaccharides sur les interactions tanins — protéines (IECB)

* Procédé de réduction du pouvoir combinant des vins blancs liquoreux (Université de Bordeaux 1, ISM - Université
de Bordeaux 2 Faculté cenologie ISVV)

* Traitements par champs électriques pulsés en OEnologie (Université de Bordeaux 2 Faculté cenologie ISVV —
Université technologique de Compiégne)
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DIFFUSION D’INFORMATIONS TECHNIQUES

Afin que tous les résultats diffusent au plus vite vers les

opérateurs de la filiere, différentes actions sont réalisées :

- Journée technique du CIVB, 11¢éme édition,

- Edition des cahiers techniques du CIVB : plus de 13.000
exemplaires sont envoyés aux opérateurs de la filiere
(viticulteurs, négociants et courtiers). Le dernier numéro
était consacré aux maladies du bois,

- Nouvelle série de cahiers consacrée a I’environnement
et au systéeme de management d’environnement avec, en
2012, un nouveau numéro consacré a la biodiversité en
Gironde viticole,

- Edition en 2011 d’une plaquette sur le transport des vins
(versions francaise et anglaise disponibles),

- Nouvelle version du site www.bordeauxprof.com, lancée en
2013, permettant d’accéder a toute la documentation technique du CIVB, aux prévisions
météorologiques et, en saison, a des informations comme par exemple sur le suivi de la
maturité technologique.

Biodiversité

Lactivité viticole est une source de biodiversité, souvent mal connue. En concertation avec
différents interlocuteurs (associations, collectivités, chercheurs,...), le CIVB a engagé en 2012 une
réflexion pour la mise au point et le suivi d’indicateurs de biodiversité adaptés aux spécificités du
vignoble de Bordeaux. Dans un premier temps, une étude sur les différentes méthodes d’analyse
de la biodiversité a été réalisée par Lucile Chedorge. Elle contribuera a la mise en place en 2013
d’une stratégie pour la connaissance et le maintien de la biodiversité dans le vignoble bordelais.

SYSTEME D’INFORMATION GEOGRAPHIQUE (SIG) DU VIN DE BORDEAUX

Le SIG du Vin de Bordeaux est une application cartographique de suivi du vignoble
accessible sur le portail Bordeauxprof.com. Pour I’ensemble des professionnels de la filiere, le
SIG du Vin de Bordeaux permet de consulter, organiser et diffuser différentes données viticoles
spatialisées en vue de produire des cartes et plans d'analyse pour des usages individuels ou
collectifs comme la gestion du patrimoine ou la protection des terroirs.

Depuis novembre 2012, une version "nomade" pour smartphones
et tablettes Apple et Android est disponible. Elle permet la consultation
des principaux fonds cartographiques du SIG sur le terrain. Pour pallier
le probléme des "zones blanches" (absence de connexion 3G),
I’application conserve en mémoire les fonds d’images pré consultés (via
3G ou Wifi) pour les rendre disponibles en mode déconnecté.

Pour faciliter le diagnostic environnemental des viticulteurs
engagés dans le SME, un "atlas en un clic" a ét¢ développé. Il permet
d’éditer tres rapidement des cartes des parcelles avec les zones
environnementales (Natura 2000, ZNIEFF), points / cours d’eau et
voisinage a proximité. Cet atlas permet d'avoir connaissance de zones
sensibles a proximité des parcelles pour mieux prendre en compte ces
¢léments dans 1’activité viticole. Il est naturellement accessible a tout
viticulteur, a I’aide de ses identifiants et mots de passe CIVB sécurisés.
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SUIVIAVAL DE LA QUALITE

Parce que le consommateur est au centre de nos préoccupations et que la mauvaise qualité
d’un vin porte préjudice a tous les viticulteurs, le CIVB a développé depuis 1983 ce qui est
devenu le Suivi aval de la qualité (SAQ). Des centaines d’échantillons sont prélevés chaque mois
en France et a I’étranger et dégustés.

Le SAQ fait I’objet d’un accord interprofessionnel adopté le 14 décembre 1998. En 2012,
6 collectes en France et 3 a I’étranger (Chine, Allemagne, Royaume-Uni) ont été réalisés, soit
plus de 2000 échantillons dégustés.

Le dispositif mis en place au CIVB a évolué pour intégrer la montée en puissance du
dispositif de contrdle issu de la réforme de I’agrément. Ses dispositifs sont complémentaires.

Le SAQ fait tous les mois le constat de la qualité des vins présents sur les marchés en
France et a 1’étranger. Au-dela du controle qualitatif direct, le SAQ est un formidable outil de
progres pour la filicre. Lanalyse des résultats obtenus permet des observations et études utiles :
sur les bouchons et sur les bouchonniers ; sur la variabilité des résultats selon les AOC ; sur
I’analyse des défauts (problémes d’évolution sur les blancs secs et de structure sur les vins
rouges). Il permet aussi d’analyser les types de mise (en ou hors Gironde) ou le type de
distribution (cavistes ou hard discount).

Laction « Suivi aval de la qualité » est certifiée depuis 2003 (ISO 9001 :2008). Le dernier audit de
certification date de septembre 2012.

SYSTEME DE MANAGEMENT ENVIRONNEMENTAL DU VIN DE BORDEAUX

Dans la continuité¢ de sa démarche environnementale
(Bilan carbone ®, plan climat), le CIVB a initi¢ en 2010 une _ .
nouvelle action d’ampleur : la mise en place du Systéme de | Ziiin 'ﬁmw_uu.u_
management environnemental du Vin de Bordeaux.

Un premier groupe représentant plus de 2000 ha, 28 entreprises, 3 centres embouteillage,
1 cave coopérative a ouvert la voie en 2010. Il a pleinement rempli sa mission et cheminé en un
an vers la certification environnementale ISO 14001 dont le certificat a été remis a I’occasion
de Vinexpo 2011.

Collecte EVPOH

Le CIVB a lancé des campagnes de collecte des EVPOH (Emballages Vides de Produits
OEnologiques et d’Hygiéne) en 2010. Une collecte a été organisée en 2011 et deux en 2012 (mai
et novembre) sur 19 sites de collecte répartis sur le département. Cette action a permis en 2012 de
récolter plus de 17 Tonnes d’emballages vides en vue de leur valorisation.

2012 a vu la mise en place du déploiement du dispositif avec le relai de certains ODG. Ce
sont a présent 175 entreprises sur 200 sites de production et représentant plus de 9000 ha qui
sont engagés dans cette démarche. 2012 marque également 1’obtention du SME du Vin de
Bordeaux avec la certification environnementale « niveau 2 » (issue du Grenelle 2).

Le CIVB organise le 5¢m forum de la démarche environnemental des vins de Bordeaux le 29 mars
2013 au Palais des Congres de Bordeaux.
Programme : bilan de la démarche SME (déploiement), restitution de ’enquéte « parties
prenantes », Innovations techniques et environnementales des entreprises engagées dans le SME,
démarche « Biodiversité », Bilan carbone (lancement de la mise a jour),...

Venez nombreux !!
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DEVELOPPEMENT DE SONDES FLUORESCENTES POUR
L’ ANALYSE SIMULTANEE DES ACIDES DU VIN

Guillaume Lautrette, Yann Ferrand, Ivan Huc
Univ. Bordeaux 1 — CNRS, UMR 5248 (CBMN), Institut Européen de Chimie
et Biologie, 2 rue Robert Escarpit, 33600 Pessac

A. CONTEXTE ET POSITIONNEMENT DU PROJET

La connaissance de la composition et de la teneur des vins en acides organiques constitue
un parametre essentiel en ce qui concerne le contréle de la maturation et la qualité finale des
vins. De nombreuses méthodes analytiques (e.g. HPLC, chromatographie échangeuse d’ions,
kits enzymatiques, ¢électrophorése par capillaire...) ont été développées.! Cependant, ces
techniques d’analyse lourdes et pour certaines coliteuses sont pratiquées en laboratoire et ne
permettent pas de controle rapide et complet de la composition en acide d’un vin. A titre
d’exemple, le controle en fin de la fermentation malo-lactique est représentatif de I’importance
de la connaissance des teneurs en acides des vendanges.? Cette fermentation est pratiquée sur de
nombreux vins rouges et blancs afin de leur conférer gras, rondeur et souplesse en bouche, via
une baisse de 1’acidité totale. La détection instantanée et précise de la composition des vins en
leurs différents acides volatiles ou non (tartrique, malique, citrique, succinique, lactique et
acétique) pourrait également s’avérer utile pour la répression des contrefagons vinicoles.> Dans
ce projet, nous proposons d’évaluer le développement d’un lecteur de fluorescence portatif pour
la quantification immédiate et simultanée des acides dans le vin. Le principe d’un tel appareil
basé sur 1’encapsulation sélective des différents acides dans des récepteurs synthétiques
fluorescents est représenté dans la Figure 1.

LECTEUR DE FLLORESCEMNCE
PORTABLE
RECEETICH

EXCITATION

CAPSULES ..

FLUCRESCENTES —— % "o

GREFFEES : g
ACIDES /

ORGAMIOUES

Figure 1. Gauche : photographie d’un lecteur de fluorescence couplé a une fibre optique ; droite :
schéma du dispositif de dosage d’un acide par une capsule moléculaire sélective greffée a
I’extrémité de la fibre optique. Chaque fibre peut étre équipée d’une sonde différente sélective
d’un acide donné afin d’effectuer un dosage en parallele des acides.
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B. ETAT DE L ART

Principe des capsules moléculaires hélicoidales : Peler une pomme en une seule pelure
hélicoidale produit une sorte de ruban qui peut étre ré-enroulé autour de la pomme. Ce principe
a ¢té appliqué par notre laboratoire a 1’échelle moléculaire en concevant et caractérisant une
capsule formée par un brin moléculaire (une séquence oligomérique) replié en une hélice
possédant un large diametre en son centre et un diametre réduit a ses extrémités. La cavité définie
au sein de cette hélice peut accueillir une molécule invitée (analyte) qui se retrouve complétement
isolée du milieu environnant (Figure 2). Les contacts de toutes parts entre la paroi intérieure de
la capsule et la molécule invitée conferent des niveaux d’affinité et de sélectivité exceptionnels.
Le concept de ces capsules hélicoidales est directement dérivé de celui des récepteurs
biologiques, qui sont également issus du repliement de séquences oligomériques complexes
(peptide ou nucléotide) en une structure tridimensionnelle bien définie. L auto-organisation par
repliement offre une trés grande modularité : chaque monomeére dans une séquence peut étre
échangé pour un autre pour faire varier subtilement la structure, la dynamique et les propriétés
de reconnaissance du motif replié. Cette modularité est mise directement a profit dans le projet.

@
g =0

Figure 2. Gauche : Représentation schématique de la capture et du relargage d’une molécule
invitée par une capsule consistant en une hélice dont le diametre est plus large au centre qu’aux
extrémités. Analogie entre ce type de capsule et une pelure de pomme moléculaire. Droite :
Principe de repliement des foldameéres aza-aromatiques. Conjugaison, liaisons hydrogenes
(pointillés) et répulsions électrostatiques (fleches) concourent a la stabilisation d’une
conformation préférentielle de chaque liaison aryl-amide, ceci résultant dans une conformation
courbée d’un oligomére qui donne lieu a une hélice. Lempilement aromatique intramoléculaire
dépendant du solvant s’ajoute comme une force additionnelle stabilisant 1’hélice.

En plus de la modularité, la prévisibilité de la structure tridimensionnelle de la capsule
hélicoidale est indispensable a la conception et au développement d’un récepteur efficace. Dans
ce projet, nous utilisons des foldameres d’oligoamides aromatiques (AOFs) dont les
conformations sont aisément prévisibles. La structure des AOFs est controlée par des
conformations préférentielles locales sur chaque liaison aryl-amide, du fait des effets conjoints
de la conjugaison, de répulsions électrostatiques et de liaisons hydrogenes (Figure 2, droite).

Ces principes de repliement ont permis le développement de plusieurs designs de capsules
issues d’acides aminés aromatiques qui se replient en hélices ou brins linéaires extrémement
stables. La démonstration du concept d’encapsulation a récemment été faite a travers la
complexation de molécules polaires et/ou chirales telles que les polyacides carboxyliques (e.g.
acide tartrique et citrique) dans la cavité d’une hélice. En effet, la dernie¢re génération de capsule
développée au sein du groupe, constituée de quatre types de monomeres différents, (Q3PN2pyr-
pyz-pyrN2PQs, Figure 3 droite) a permis de franchir un palier dans la complexité et la sélectivité.
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Tandis que les premiéres générations de capsules ne pouvaient accueillir que des molécules
linéaires de taille modeste (e.g. butanediol), la cavité de cette nouvelle capsule s’est montrée
complémentaire d’une cible plus volumineuse et complexe, ’acide tartrique. Les constantes
d’associations se sont révélées beaucoup plus élevées que celles des récepteurs de ’acide
tartrique décrits précédemment (trop haute pour étre mesurée en milieu apolaire). La
reconnaissance est exceptionnellement sélective : 1’acide tartrique est préféré a I’acide malique
par un facteur de I’ordre de 100 en dépit de la faible différence structurale (un groupe hydroxy)
entre ces deux acides. La préférence vis-a-vis des acides lactiques et citrique est supérieure a
5000. De plus, la complexation est diastéréosélective : I’acide tartrique naturel (série L) n’est
reconnu que par I’hélice de chiralité gauche, et pas par la droite. L analyse détaillée de la structure
du complexe entre capsule et acide tartrique par cristallographie des rayons X a 1’état solide et
par résonance magnétique nucléaire (RMN) en solution a permis d’identifier les interactions
privilégiées, notamment des liaisons hydrogene, conduisant a cette sélectivité. Ces récents travaux
ont récemment fait 1’objet d’une publication dans une revue de tout premier plan international a
haut facteur d’impact (Journal of the American Chemical Society 2010).
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Figure 3. Gauche : Structures des monomeres Q, P, pyr-pyz-pyr et N utilisés dans les AOFs. Les
groupements R divergent de la structure hélicoidale ceux qui permet un contrdle de la solubilité
pour des solvants protiques (y compris les alcools et 1’eau) ou non protiques. Droite :
Représentations de la structure RX de Q:PNapyr-pyz-pyrN.PQs. Les monomeres Q et P sont
montrés en en bleu et rouge, respectivement. Il est possible de voir clairement la variation du
diamétre de I’hélice. Une molécule d’acide L-tartrique encapsulée est visible en représentation
tube mais reste occultée en représentation CPK. Les chaines solubilisantes ne sont pas
représentées pour des raisons de clarté.

Etant acquis 1°) la maitrise de la préparation de ces oligomeres amides aromatiques ; 2°)
les trés hautes affinités et sélectivités des capsules hélicoidales pour certains acides du vin
(tartrique et citrique) ; 3°) les régles qui permettent de concevoir de modifier la sélectivité en
faveur d’autres acides (malique et lactique notamment), nous avons envisagé d’utiliser ces objets
moléculaires en tant que sondes des acides du vin pour leur analyse rapide et simple.
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C. ORIGINALITE

L objectif premier est d’élaborer une nouvelle approche rapide pour ’analyse des différents
acides du vin. Notre démarche est centrée sur ’utilisation de capsules synthétiques greffées sur
des fibres optiques capables de transmettre un signal fluorescent en réponse a la reconnaissance
spécifique d’un ou plusieurs acides organiques. Ce concept de sondes fluorescentes et de
microdosage des acides « sur site » n’a pas d’équivalent actuellement.

Le premier avantage de cette technique novatrice est la rapidité d’analyse : la mesure est
« instantanée » et pourra a priori étre effectuée directement dans le chais. Le second point fort
réside dans la répétitivité des mesures (stabilité des capsules, plus longue durée de vie des
lecteurs). Les lecteurs cibleront la majeure partie des acides, volatils ou non, présents dans le
vin. Seront concernés potentiellement : acide tartrique, acide malique, acide lactique, acide
citrique, acide ascorbique, acide succinique, acide sorbique (conservateur), acide butyrique, acide
acétique. Un autre point critique de I’appareillage sera sa sensibilité. Du fait de la technique de
mesure, la fluorimétrie, et du fait des sélectivités et des affinités des capsules moléculaires, les
concentrations critiques détectables et la précision des mesures pourront étre de 1’ordre de 1uM.

Enfin, le dernier aspect non négligeable de ce projet réside dans les évolutions possibles
qui pourront en découler. Si le principe est validé pour les acides du vin, la détection par
encapsulation pourra étre étendue au dosage d’autres analytes plus complexes du vin (tanins,
polyphénols, sucres...).

FINALITES APPLIQUEES DU PROJET

La liste des objectifs prioritaires que nous proposons d’atteindre a travers ce projet est la suivante :

- Développer des récepteurs moléculaires sélectifs de chacun des acides du vin

- Coupler la reconnaissance moléculaire de chacun de ces acides a un changement de
fluorescence du récepteur.

- Calibrer le dosage des acides directement dans le vin par ces récepteurs fluorescents,
greffés sur des fibres optiques

- Evaluer la faisabilité¢ technique et le colt de développement d’un appareil portatif
utilisable par le vigneron pour une analyse simple rapide, fiable, des acides
simultanément.

D. RESULTATS

Le premier travail effectué est le développement d’un récepteur sélectif de I’acide malique,
trés important en vue de 1’optimisation de la seconde fermentation du vin. Le point de départ de
ce développement est la séquence Q;PN.Pyr-Pyz-PyrN,PQ; citée précédemment ou Q, P, N, Pyr-
Pyz-Pyr codent respectivement pour les monomeres Quinoline, Pyridine, Naphtyridine, et le
motif central Pyridine-Pyridazine-Pyridine. La constante d’association de celle-ci pour 1’acide
malique est de 70 M-! dans un mélange 90 : 10 (v/v) de CDCI:s/DMSO-ds. Cette séquence étant
s¢lective de I’acide tartrique (constante d’association de 5300 M-! dans un mélange 90 : 10 (v/v)
de CDCl3/DMSO-ds), il consiste en I’amélioration de la reconnaissance de I’acide malique ainsi
que de la dégradation de celle de ’acide tartrique. La synthese au laboratoire de nouveaux
monomeres ouvre la voie a de nombreuses séquences et a un nouveau projet innovant s’intitulant :
« molecular fine tuning ». En effet, la fine modification de séquences oligomériques a 1’aide de
différents monomeres induit un changement important sur I’encapsulation d’invités tant au niveau
des constantes d’association que de la sélectivité. Apres six évolutions itératives de la séquence
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de départ nous avons obtenu une capsule reconnaissant 1’acide malique avec une constante
d’association pour celui-ci de 20000 M-! dans le mélange de solvants évoqué précédemment
(Figure 4). De plus, celle-ci est sélective due a une plus faible constante d’association pour I’acide
tartrique : 2100 M-, et il est encore possible de modifier finement cette derniére séquence afin
d’augmenter cette sélectivité.
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Figure 4. Haut : Structure de la séquence Q3:PN:Pyr-Pyz-PyrN2PQ:;. Bas : Structure de la nouvelle
séquence sélective de I’acide malique QsFN:Pyr-Pyz-PyrNQFFQFQ:s.
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En parallele de ce développement de récepteurs sélectifs, nous avons travaillé sur la
détection de I’encapsulation a I’aide d’un changement de fluorescence. Pour cela nous avons
utilisé la séquence de départ Q:PN:Pyr-Pyz-PyrN.PQs comme récepteur et 1’acide tartrique
comme analyte. Des expériences d’émission de fluorescence de la capsule en 1’absence et en
présence d’acide tartrique ont montré des résultats intéressants. Effectivement, une diminution
de I’intensité de fluorescence est observée lorsque nous ajoutons ’acide tartrique (Fig. 5). A ce
jour, nous ne pouvons pas expliquer tres clairement ce phénomene mais ces résultats sont tres
encourageants pour la suite du projet. Afin d’aboutir a un dispositif trés efficace, il est nécessaire
de greffer des molécules fluorescentes sur les fibres optiques, ¢’est pourquoi nous avons besoin
d’optimiser les capsules en terme d’intensité de fluorescence émise. Une méthode de greffage
de fluorophores a donc ét€¢ mise au point pour mener a une séquence possédant un fluorophore
a chaque extrémité (Figure 5).
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Figure 5. Gauche : Spectre d’émission de fluorescence. (Bleu) Capsule vide (C=35 M) ; (Rouge)
Capsule (C = 5 M) + 10 équivalents d’acide tartrique. Droite : Image de la nouvelle séquence
possédant un fluorophore a chaque extrémité.
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Actuellement nous concentrons nos efforts sur la fonctionnalisation des récepteurs en vue
du greffage de ces derniers sur des fibres optiques. Le motif choisi est une molécule possédant
une fonction triéthoxysilane pouvant étre grefté sur les surfaces composant les fibres optiques
(Figure 6).

r'”' u‘l}l

Figure 6. Image d’une capsule fonctionnalisée par un groupement triéthoxysilane a une
extrémité.

Nous effectuons tout d’abord des essais de greffage avec une capsule fonctionnalisée
seulement a cette fin. Cependant, a court terme nous suivrons une méthode mis au point au
laboratoire qui consiste a synthétiser une capsule possédant a une extrémité le fluorophore
présenté précédemment et a I’autre extrémité une amine libre. Effectivement, cette derniére
servira a fonctionnaliser a notre guise le récepteur suivant le type de surface choisit.

Pour conclure, nous avons obtenu un récepteur (capsule) qui reconnait sélectivement
I’acide malique des autres acides du vin et il est possible d’améliorer rapidement et
significativement cette sélectivité grace a la méthode que nous avons développée. Les premiers
résultats de reconnaissance par émission de fluorescence sont trés encourageants. De nouvelles
expériences quantitatives vont étre effectuées avec 1’acide malique et le récepteur optimal. A
court terme, il s’agira de coupler cette fonction de fluorescence avec la fonction de greffage sur
surface, actuellement en cours d’optimisation.
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MISE AU POINT D’UNE METHODE SIMPLE, PEU COUTEUSE
ET HAUT DEBIT, POUR LE DOSAGE DES AMINES BIOGENES
DANS LES VINS

Andrea Romano™?, Patrick Lucas™
M USC Oenologie- INRA, Université Bordeaux Segalen,
ISVV, Villenave d'Ornon, France
@) post-doctorant financé par le CIVB.
Travail réalisé en collaboration avec le groupe SARCO (Laffort cenologie)
et Giuseppe Spano (Université de Foggia, Italie)

1. CONTEXTE

Amines biogénes et santé. Les amines biogenes, et notamment 1’histamine, sont des
molécules indésirables dans les vins, car elles sont suspectées d’avoir des effets nuisibles sur la
santé des consommateurs (Spano et al., 2010 ; Ladero et al., 2011). Lingestion de vin contenant
de fortes teneurs en histamine peut provoquer des réactions de type « fausse allergie alimentaire »,
dont les symptodmes sont des rougeurs, maux de téte, démangeaisons, palpitations cardiaques,
etc. Les autres amines biogenes telles que la tyramine, la putrescine et la cadavérine, ne semblent
pas avoir d’impact majeur sur la santé des consommateurs, mais elles peuvent stimuler I’effet
néfaste de I’histamine en inhibant les enzymes de détoxification (amines oxydases) du systéme
sanguin. Par ailleurs, la putrescine et la cadavérine pourraient modifier la qualité aromatique des
vins par un effet masquant.

Limites tolérées dans les vins. Chacune de ces amines peut étre présente dans les vins a
des teneurs de I’ordre de 0 a 25 mg/L ou plus. A I’heure actuelle, il n’existe aucune limite légale
concernant I’histamine ou d’autres amines biogénes dans les vins. Seule la Suisse a imposé une
teneur limite de 10 mg/L d’histamine jusqu’en 2012. Néanmoins, certains acheteurs, tels que
des centrales d’achats de la grande distribution, imposent toujours leurs propres limites, qui sont
de I’ordre de 2,5 a 10 mg/L d’histamine.

Méthodes de dosage. La méthode utilisée a I’heure actuelle pour le dosage des amines
biogenes dans les vins est basée sur I’HPLC (chromatographie liquide a haute performance), ce
qui la rend coliteuse et limite son utilisation a quelques laboratoires d’analyses, en raison de
I’appareillage lourd et du personnel formé qu’elle nécessite. Par ailleurs, un appareil d’HPLC
ne peut analyser qu’une ou deux dizaines d’échantillons par jour, ce qui exclue la possibilité de
réaliser cette analyse en routine sur les vins. Dans le cadre de recherches menées sur les bactéries
du vin productrices d’amines biogenes, I’Unité de recherche OEnologie de I’'ISVV a mis au point
une méthode de chromatographie sur couche mince (CCM), qui permet de détecter et de
quantifier plusieurs amines biogenes, dont I’histamine, dans des milieux de culture bactériens.
La CCM est une méthode tres avantageuse pour la réalisation de dosages de routine, car elle ne
nécessite aucun équipement particulier, elle est simple d’utilisation, peu cotiteuse et permet de
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traiter un grand nombre d’échantillons rapidement. La figure 1A montre des résultats obtenus
par cette méthode en analysant des milieux de culture bactérien contenant 1, 5 ou 10 mg/L
d’histamine, tyramine, putrescine et cadavérine. Chacune des 4 amines est clairement détectée
par CCM a ces concentrations et, en utilisant un logiciel d’analyse d’image, il est possible de
déterminer précisément leurs concentrations. Testée sur des vins, la méthode de CCM de dosage
des amines biogenes a permis de détecter jusqu’a 5-10 mg/L d’histamine (Figure 1B). Ce résultat
était encourageants, mais atténués de trop mauvaise qualité et trop peu reproductibles pour
proposer son utilisation en routine dans les vins.
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Figure 1. (A) Photographie d’une plaque de CCM obtenue en analysant des milieux de culture
bactériens supplémentés avec 1, 5 ou 10 mg/L d’histamine, tyramine, putrescine et cadavérine.
Les courbes montrent 1’intégration des spots obtenus pour chaque amine par un logiciel d’analyse
d’image. (B) Photographie d’une plaque CCM obtenue en utilisant la méme méthode pour un
mélange de 4 amines biogenes dissoutes dans de I’eau (10 mg/L) ou dans un vin (vin+ 10mg/1).

Objectif du projet. Avec le soutien du CIVB et en collaboration avec le Groupe SARCO,
I’Unité de recherche OEnologie s’est engagée dans 1’optimisation de la méthode de dosage des
amines biogenes par CCM afin qu’elle puisse étre appliquée aux vins. Il a fallu mettre au point
des conditions de traitement du vin qui permettent d’éliminer les constituants responsables
d’interférences, puis optimiser les conditions de chromatographie, afin de pouvoir doser
I’histamine et les principales amines biogénes du vin dans les teneurs rencontrées dans le vin,
c’est-a-dire de 1 mg/L a plus de 20 mg/L.
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2. TRAVAUX ET RESULTATS
2.1.MISE AU POINT DE LA METHODE ANALYTIQUE

Dansylation. La CCM nécessite une étape de dansylation qui permet de visualiser les
spots correspondants aux amines biogenes sous une lumiere ultraviolette. Cette étape est
généralement réalisée a I’aide d’un tampon phosphate, mais nous 1’avons modifiée en utilisant
une solution saturée de NaHCOs3 saturé qui a permis d’abaisser le seuil de détection des amines
par CCM de 1000 mg/L a 5-10 mg/L.

Extraction. Une étape d'extraction par utilisation de solvants a été ajoutée, dans le but
d'améliorer la sensibilité de la méthode. Ethyl-acétate, diéthyl-éther, méthyl-isobutylketone,
dichlorométhane et iso-hexane ont été testés. Finalement, une étape d'extraction avec 200 ML
d’iso-hexane a ét¢ adoptée. Dans ces conditions, les spots correspondant aux amines biogenes
apparaissent sur la plaque de chromatographie avec une intensité et une définition nettement
améliorées (figure 2, piste 2).

Traitement des vins. Le charbon actif et le poly-vinylpolypyrrolidone (PVPP) ont été
testés dans le but de réduire les interférences dues a certains constituants du vin. Le charbon
actif est efficace pour le nettoyage de I'échantillon, mais il élimine une partie des amines
biogenes, car les spots de I'histamine et de la tyramine ont presque disparu apres traitement
(figure 2, piste 3). Le PVPP a permis d'éliminer la plupart des interférences, alors que les signaux
relatifs aux amines biogénes ont conservé une bonne intensité (figure 2, piste 4). Différentes
quantités de charbon actif ou PVPP ont été testées. Un vin rouge enrichi avec environ 5 mg/L de
chacune des quatre amines a été analysé. L'ajout de 10 mg de PVPP a donné les meilleurs
résultats en termes d'intensité relative pour les quatre amines. Dans la figure 2, la comparaison
entre les pistes 4 et 6 montre que le vin rouge et la solution modele supplémentée avec les mémes
quantités d'amines donnent des réponses visuellement indiscernables. L'analyse de vin rouge
non enrichi avec la méme procédure (figure 2, piste 5) démontre 1'absence d'interférences
analytiques. Ainsi, le traitement avec 10 mg de PVPP a été intégré dans le protocole de traitement
de I'échantillon.

Etalon interne. La dernicre optimisation a consisté a inclure un étalon interne. Le 1,3-
diaminopropane a été choisi. A notre connaissance, ce composé n'est pas rencontré dans le vin.
En outre, lorsque le vin rouge enrichi en diaminopropane a ét¢ analysé, un spot, bien séparé des
autres, pouvait facilement étre détecté sur la plaque de CCM (figure 2, pistes 4 et 6).
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Figure 2. Plaque CCM représentant les résultats des différents traitements d’un vin rouge enrichi
avec les quatre amines biogenes et les chromatogrammes obtenus apres analyse densitométrique
des spots. 1 = pas de traitement ; 2 = extraction avec iso-hexane ; 3 = traitement avec charbon
actif et extraction a I’iso-hexane ; 4 = traitement avec PVPP et extraction a I’iso-hexane ; 5
= ¢échantillon non dopé, méme traitement que (4) ; 6 = solution modele traitée comme dans (4).
Les échantillons (4) et (6) ont ét¢ supplémentés avec €talon interne.

Protocole complet. Le protocole obtenu suite a ces optimisations est le suivant :
- Le volume de vin utilisé pour une analyse est de 200 pl.

Etape de traitement du vin

- Une solution de traitement contenant I’étalon interne (1,3-diaminopropane 10 mg/L) et
10 % PVPP est préparée.

- 100 pl de solution de traitement sont mélangés aux 200 ul de vin a analyser en utilisant
un vortex pendant quelques secondes.

- Léchantillon est centrifugé 5 minutes a 10,000 g.

- 200 pl de surnageant sont transférés dans un nouveau tube Eppendorf

Etape de dérivatisation au dansyl-chloride

- 200 pl de solution saturée de NaHCO3 sont ajoutés

- 400ul d’une solution de dansyl-chloride (5 mg/ml dissouts dans de I’acétone) sont ajoutés.
- Léchantillon est mélangé au vortex quelques secondes

- Puis il est incubé a 55°C pendant 1 heure et a I’abri de la lumiere.

- Léchantillon est ensuite froidi a température ambiante pendant quelques minutes
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Etape d’extraction des amines

- 100 pl d’une solution saturée de NaCl sont ajoutés

- 200 pl d’une solution d’isohexane sont ajoutés

- Léchantillon est vortexé pendant 5 minutes, puis laissé au repos quelques secondes

Etape de chromatographie

- 20 pl de phase organique sont déposés sur une plaque de CCM de type Silicagel 60TLC
glass plate without fluorescent indicator (Merck, Darmstadt, Germany). Le dépot est réalisé
a 15 mm du bas de la plaque et a une distance d’au moins 14 mm de 1’échantillon suivant.
(Typiquement, 13 échantillons peuvent étre analysés sur une plaque de 20 cm x 20 cm)

- La plaque de CCM est déposée dans une chambre de chromatographie préalablement saturée
pendant au moins une heure avec 1’¢luant (chloroforme/trié¢thanolamine 4/1). Le volume
d’¢luant présent dans la chambre doit couvrir 5 a 10 mm du bas de la plaque de CCM.

- La migration est réalisée jusqu’a ce que le front de migration de 1’éluant arrive a 2 cm
du haut de la plaque de CCM.

Etape de lecture

- La plaque de CCM est retirée de la chambre et séchée sous une hotte aspirante

- Lobservation est réalisée en exposant la plaque sous une lumiere UV de 312 nm.

- Pour une observation semi-quantitative, I’échantillon analysé est comparé visuellement
avec des étalons de concentrations connues de chaque amine biogéne (typiquement 2, 5
et 10 mg/L).

- Pour une observation quantitative, la plaque est photographiée et I’image obtenue est
analysée par un logiciel d’analyse comme BIO-1D software (Vilber-Lourmat). La
quantification est réalisée par comparaison avec des gammes étalon de chaque amine
biogene préparées au préalable.

2.2 VALIDATION DE LA METHODE ANALYTIQUE

Linéarité, limites de détection et de quantification, répétitivité et précision. Un vin rouge
qui ne contenait pas d’amines a été enrichi avec cinq concentrations différentes d’amines biogeénes
et chaque échantillon a été analysé en triplicatas. Les parametres de la courbe de calibration ont
¢été calculés par régression linéaire. Ils sont indiqués dans le tableau 1. L'évaluation visuelle des
résidus standardisés n'a montré aucun écart uniforme de la linéarité et la distribution normale
des données expérimentales a été confirmée par un test de Shapiro-Wilk. Les limites de détection
et de quantification ont été fixées en fonction d’un rapport signal sur bruit de fond de 3:1 et 5:1
respectivement.

Amine Pente Intercepte Coefficient de Intervalle de linéarité LD LQ

Biogéne (ET? (ET? corrélation (me/L) (me/L) (me/L)
Putrescine  0,262(0,006) 0,038(0,064) 0,991 20-19 0,7 1,2
Cadavérine 0,217(0,006) 0,203(0,052) 0,992 1,5-15 0,6 10
Histamine 0,185(0,006) 0,302(0,058) 0,987 1,1-18 0,7 1,1
Tyramine 0,171(0,007) 0,557(0,065) 0,985 12-24 0,7 1,2

L.,D,: limite de détection; L,Q,: limite de quantification,
*les écarts types (ET) sont signalés entre parenthéses,
Tableau 1. Parametres de la courbe d’étalonnage calculés dans le vin rouge. Les limites de

détection et de quantification ont été fixées a une valeur de signal sur bruit de 5:1 et 3:1
respectivement.
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Dans une autre série d'essais le vin rouge a été supplémenté avec des quantités connues
des quatre amines, Trois niveaux de concentration ont été choisis, L'analyse a été répétée dix
fois (en double sur cinq jours différents) pour chaque niveau de concentration. La répétitivité a
été évaluée (exprimé en €cart-type relatif, voir tableau 2) et les pourcentages de récupération ont
été obtenus sur la base du rapport entre les concentrations calculées et réelles. Les parametres
ainsi obtenus respectent les limites proposées par I'Union Européenne pour la répétitivité et la
précision des méthodes analytiques quantitatives (EU, 2002).

Qe Quantité détectée

Récupération
Amine biogéne ajoutée
(mg/L) Moyenne” (mg/L)  ETR (%) (%)
19,5 17.9 3 92
Putrescine 10,3 9.2 5 89
20 22 12 110
Tableau 2. Valeurs de
r paeie s , ] 76 6.9 4 91
répétitivité et de récupé-
. . Cadavérine 3.8 39 7 102
ration obtenues pour un vin
o . 15 1.4 19 95
rouge enrichi avec trois
quantités différentes des 164 163 3 99
quatre amines. Histamine 9,7 9.9 5 102
20 2,1 18 105
E.T.R. : écart-type relatif. 16,9 164 3 97
*n=10. Tyramine 73 74 5 109
12 13 22 108

Comparaison des lectures de plaque CCM par utilisation d’un logiciel d’analyse
d’image (méthode quantitative) et observation visuelle (méthode semi-quantitative). La
méthode de CCM a été appliquée a I'analyse de sept échantillons (six vins rouges et un vin blanc).
Une comparaison entre I'évaluation densitométrique (quantitative) et visuelle (semi-quantitative)
des teneurs en histamine est présentée dans la figure 3. Les résultats montrent une trés bonne
corrélation pour I'histamine entre les méthodes d’évaluation.

Figure 3. Comparaison entre l'analyse densitométrique 12
(logiciel BIO-1D) et [I’analyse visuelle des spots g 10

d’histamine mesurés par CCM obtenu pour 7 vins rouges. &
. o1 &
Les résultats sont des moyennes d'essais réalisés en "
duplicatas. Les barres d'erreur représentent les écarts types. 2 b
[
1] - ] i le] 15 20

egrcnbei i (gl
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Comparaison de la méthode de CCM, de la méthode de HPLC et d’une méthode
immunologique (ELISA). En ce qui concerne I'histamine, les résultats obtenus par
CCM/densitométrie ont également été¢ comparés avec ceux fournis par deux méthodes validées
et actuellement appliquées au vin (ELISA et HPLC). Toutes les déterminations ont été effectuées
en double et les valeurs ont été comparées au moyen d'un test ¢ de Student (=> = 0,05). Aucune
différence significative n'a pu étre détectée entre la CCM/densitométrie et I'une des deux autres
méthodes (tableau 3).

Histamine (mg/L)
Wine
TLC ELISA HPLC
Tableau 3. Détermination de 'histamine dans des 5171 94(15) 116 (0.2) 10,5 (1.0)

vins différents au moyen de trois techniques

analytiques (CCM, ELISA et HPLC). Les résultats 7087 3209 6203 2403

des moyennes de mesures effectuées en duplicata 7195 560.1) 52(07) 6.3 (0.6)
sont indiqués, de méme que les écarts-types (entre
parentheses). 7312 4,1(0,1) 39(09) 55(0.5)
n.d.: non détectable; d.n.q.: détectable non
quantifiable. 7319 16(0,D) 1,5(0,1) 200,2)

7463 13(05) 09(0,1)  dng. (<)

7090 nd. 04 (0,0) n.d.

2.3. MISE AU POINT D’UNE METHODE SIMPLIFIEE POUR LE DOSAGE DE
LHISTAMINE

Objectif. La méthode CCM décrite ci-dessus permet une analyse rapide et peu coliteuse
des vins. Il est possible d’analyser jusqu'a 78 échantillons en deux heures pour un cott d’environ
0,50 € par échantillon. Cependant certains équipements lourds (tels qu’une hotte aspirante) sont
encore nécessaires pour la mise en place de la méthode, notamment a cause de la toxicité de
I’¢luant utilisé pour la séparation chromatographique. Une méthode « sans solvant » de CCM a
été développée spécifiquement pour le dosage de I’histamine.

Travaux. Apres de multiples essais, 1'utilisation d’une phase stationnaire du type : plaque
de CCM RP-18 W (Merck) s’est avérée hautement compatible avec les solvants aqueux. Ceci a
permis de mettre au point une étape de double développement. Le nouveau protocole inclus donc
une premiere migration de 3,5 cm avec 100 % d’éthanol, suivie par une deuxieéme de 6 cm avec
un mélange 60 : 40 d’éthanol et dans un tampon borate pH 10,4. Ceci a permis de détecter
I’histamine dans le vin rouge a des concentrations inférieures a 1 mg/L (figure 4), avec un temps
total de développement de 30 minutes, mais surtout d’éliminer les solvants toxiques.

La version simplifiée « sans solvant » du protocole d’analyse CCM est schématisée dans
la figure 5. Dans une série d’essais, six vins rouges ont été analysés par les deux méthodes CCM,
I’une quantitative, 1’autre semi-quantitative. On a encore observé une trés bonne corrélation entre
analyse densitométrique et visuelle (figure 6). Il est donc maintenant possible de mettre en place
I’analyse semi-quantitative de [’histamine dans un laboratoire équipé avec trés peu
d’appareillages.
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Figure 4. Résultat d’une analyse CCM obtenue avec
un vin rouge supplémenté avec des quantités
différentes d’histamine. La fleche indique la position
du spot de I’histamine.
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Traitement au PVPP
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Dérivatisation (dansyl-Cl, 55°C, 1h)

.

Extraction a 'iso-hexane
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Figure 5. Représentation schématique du protocole de Dépdt de la phase organique
traitement de I’échantillon et analyse CCM. Méthode
simplifiée « sans solvant » pour I’histamine. 1¢" développement en éthanol

2¢ développement en éthanol/tampon

Visualisation (fluorescence)
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Figure 6. Analyse CCM de I’histamine dans différents 2

vins. Une comparaison entre I'analyse densitométrique T s5-
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3. CONCLUSIONS

Méthode de CCM avec solvants

Au cours de ce projet, une nouvelle méthode d'analyse, basée sur la CCM / densitométrie,
a 6té développée et validée. A notre connaissance, c'est la premiére fois que la CCM est appliquée
avec succes a I'analyse quantitative des amines biogenes du vin. Elle permet de doser I’histamine,
la putrescine, la tyramine et la cadavérine des vins, dans les gammes de concentrations qui y
sont classiquement retrouvées. La méthode bénéficie de tous les avantages de la CCM, c’est-a-
dire un débit ¢levé, un faible colit et une simplicité de mise ceuvre. En outre, elle propose des
niveaux de performance comparables a ceux de I'HPLC. La robustesse de la méthode a été
confirmée par I’analyse de plus de 100 vins.
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De trés bonnes corrélations ont été observées entre les concentrations d'histamine mesurées
par analyse densitométrique et les résultats semi-quantitatifs proposés par une simple observation
visuelle. Cela indique que la méthode pourrait étre employée pour une estimation fiable de la
teneur en histamine du vin dans toutes les installations qui ne sont pas équipées pour l'analyse
instrumentale.

Méthode de CCM sans solvants

Une version « sans solvant » de cette méthode CCM a été mise au point pour le dosage
spécifique de I’histamine. Cette méthode pourra étre utilisée sans recourir a un équipement de
laboratoire du type « hotte aspirante ». Par ailleurs, la lecture des plaques CCM par observation
visuelle permet d’estimer les concentrations en histamine avec une trés bonne précision. La
méthode pourra donc étre utilisée sans besoin d’équipement de prise de vue et d’analyse d’image.
Son utilisation pourra se faire avec un minimum d’équipement (pipetmans, cuve de migration,
bain chauffant). Le seul produit dangereux dans cette méthode est le chlorure de dansyl utilisé
pour la dérivation des amines. Il devra étre manipulé avec des gants et des lunettes de protection
et évacué avec les produits toxiques.

La premiere méthode pourrait étre utilisée en routine par les laboratoires d’analyse car elle
a I’avantage de permettre la quantification des 4 amines majeures des vins. La seconde méthode
s’adresse plus particulierement aux sites non pourvus d’équipements de laboratoire. A ce jour,
seule la premiere méthode a fait I’objet de communications dans des congres ou d’une publication
scientifique (Romano et al. 2012).

4. PRODUCTION SCIENTIFIQUE

Romano, A., Klebanowski, H., La Guerche, S., Beneduce, L., Spano, G., Murat, M.L,
Lucas, PM. High-throughput and inexpensive method for routine analysis of biogenic amines in
wine. Poster présenté au 9¢ Symposium International d’OEnologie, Bordeaux 15-17 juin 2011.

Romano, A., Klebanowski, H., La Guerche, S., Beneduce, L., Spano, G., Murat, M.L,
Lucas, PM. Determination of biogenic amines in wine by TLC-densitometry. Poster présenté au
International Symposium for High-Performance Thin-Layer Chromatography, Bale 6-8 juillet
2011.

Romano, A., Klebanowski, H., La Guerche, S., Beneduce, L., Spano, G., Murat, M.L,
Lucas, PM. Determination of biogenic amines in wine by TLC-densitometry. Food Chemistry.
135:1392-1396.
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NOUVELLE DIRECTIVE REGLEMENTAIRE EN MATIERE
D'ETIQUETAGE DES VINS, COMMENT S'ADAPTER ?

Charlotte ANNERAUD - IFV péle Bordeaux - Aquitaine
39 rue Michel Montaigne - 33290 Blanquefort

Depuis pres d'une dizaine d'années, la 1égislation en matiere d'étiquetage des denrées
alimentaires évolue régulierement. La Directive CE 2000/13 a été la pionniére et les allergenes,
les premiers ingrédients impliqués. Apres de nombreux reports, le réglement UE n°579/2012
impose désormais, et ce depuis le 01 juillet 2012, 1'étiquetage des vins en matiere d'allergénes.
La caséine ainsi que l'albumine d'ceuf, qui peuvent &tre apportées par des colles utilisées
traditionnellement en cenologie, sont donc visées par ce nouveau réglement.

Les vins concernés sont ceux élaborés a partir de la récolte 2012 et ceux non étiquetés
apres le 30 juin 2012.

Dans ce contexte, afin de s'affranchir de cette contrainte, les fabricants de produits
cenologiques développent et mettent en marché des produits "alternatifs", exempts d'allergene.
De nouvelles préparations sont proposées, elles sont de composition trés variable (nouvelles
protéines, mélange de différents composants, extraits de levures...). Le choix est large.

L'Institut Frangais de la Vigne et du vin pole Bordeaux-Aquitaine en collaboration avec la
Chambre d'Agriculture de la Gironde a mis en ceuvre, a la demande du CIVB, des
expérimentations visant a évaluer l'efficacité de différents produits de substitution proposés
actuellement sur le marché.

La question posée est simple : existe-t-il aujourd'hui des produits pouvant remplacer
efficacement la caséine ou l'albumine d'ceuf ?

LE COLLAGE DES VINS

Le collage consiste a incorporer dans un vin plus ou moins trouble, ou plus ou moins
instable, des "substances capables de floculer et de sédimenter en entrainant des particules en
suspension (Caillet, 1994)".

Les objectifs du collage different selon la qualité¢ de la mati¢re premiere et en fonction de
son origine. Il peut s'agir de clarifier le vin en faisant floculer le trouble existant (Razungles et
al., 1992), de le stabiliser en favorisant ou en inhibant la précipitation de certaines substances
colloidales, d'améliorer ses caractéristiques organoleptiques en €éliminant, par exemple, des
aromes d'oxydation ou en assouplissant certains tanins (amers, astringents ; ICV, 1995), ou encore
de renforcer 1'efficacité des filtrations et des traitements ultérieurs comme le passage au froid
ou l'addition de gomme arabique (Cros et Liberto, 1996).
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Le produit de collage est, de ce fait, variable. Il est souvent constitué¢ d'un mélange de
protéines mais peut-&tre également d'origine minérale.

La caséine et I'albumine d'ceuf, colles d'origine protéique, sont couramment utilisées pour
le collage des vins.

L'utilisation de la caséine est spécifique aux vins blancs et rosés. Le principal objectif d'un
tel collage est 'amélioration de la couleur et de la saveur des vins avec notamment, 1'élimination
des composés phénoliques oxydés ou oxydables. Son action peut donc étre aussi bien préventive
que curative.

L'albumine d'ceuf est la colle protéique la plus ancienne, elle est utilisée pour les vins
rouges de garde principalement. Elle permet l'assouplissement des vins riches en tanins,
présentant éventuellement un exces d'astringence.

VINIFICATION EN BLANC ET EN ROSE : PEUT-ON REMPLACER LA CASEINE ?

Afin d'évaluer la possibilité de remplacer la casé€ine par des produits de substitution, des
essais ont été réalisés sur trois matieres premieres différentes : un motit de sauvignon blanc issu
de fin de pressée, un mott de sémillon a tendance oxydative et un mott de cabernet franc vinifi¢
en ros¢. Les motts sont répartis de maniere homogene dans des contenants de 2 litres pour les
blancs et de SL pour le rosé (photo 1), et les différentes colles ont été incorporées au moment du
débourbage et remplissage des lots. Elles ont été au préalable réhydratées en suivant les
instructions du fabricant. Les mofits sont ensuite levurés et le suivi des densités et températures
se fait quotidiennement. Les vins sont aérés au cours de la fermentation alcoolique afin d'en
garantir son bon déroulement. Une fois la fermentation alcoolique terminée, les vins sont soutirés
et sulfités.

Photo 1 : Vins des essais mis en ceuvre sur sauvignon blanc - source IFV 33

Différentes colles ont ainsi été évaluées. Elles ont été comparées a une modalité Témoin
sans traitement et une modalité traitée a la caséine.

La dose de traitement est identique pour chaque colle (30 g/hL) et se situe, quel que soit
le produit considéré, dans l'intervalle d'utilisation préconisé par le fabricant.
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Les produits alternatifs testés pour les motits de sauvignon blanc et de sémillon sont les suivants :
- Produit 1 : mélange pvpp, bentonite et colle de poisson
- Produit 2 : mélange bentonite, pvpp, cellulose, protéine de pois
- Produit 3 : mélange pvpp et bentonite
- Produit 4 : mélange de protéine de pois, silicates, pvpp et cellulose
- Produit 5 : mélange de gélatine, pvpp, bentonite et cellulose
- Produit 6 : mélange de pvpp, bentonite et écorces de levures
- produit 7 : mélange de bentonite, pvpp et gélatine

Les produits alternatifs testés pour le mott de cabernet franc sont les suivants :
- Produit 1 : mélange pvpp, bentonite et colle de poisson
- Produit 2 : mélange bentonite, pvpp, cellulose, protéine de pois
- Produit 3 : mélange de gélatine, pvpp, bentonite et cellulose
- Produit 4 : mélange de pvpp, bentonite et écorces de levures
- Produit 5 : mélange de bentonite + pvpp

NB : l'ordre des composants cités par produit est fonction de leur importance dans la formulation
en terme de proportion.

Différentes analyses physico-chimiques sont réalisées avant et aprés traitement afin
d'étudier I'impact du traitement avec les différentes colles sur la qualité du produit fini. Au niveau
sensoriel, les vins sont dégustés par un jury de professionnels et comparés entre eux, afin de
caractériser les différences et de juger de I'impact de chaque traitement.

Pour chacun des essais, les différentes modalités ont fermenté de maniére strictement
identique (température et cinétique de fermentation). Par ailleurs, les parametres analytiques
classiques sont peu ou pas modifiés par I'ajout des différentes colles. Le niveau de turbidité est
variable aprés soutirage mais inférieur ou égal a la turbidité mesurée sur la modalité Témoin ou
sur la modalité "Caséine".

Pour les deux essais menés sur sauvignon blanc et sémillon, I'Indice de Polyphénols Totaux
n'est pas modifié par le traitement, que ce soit avec la caséine ou toute autre colle exempt
d'allergene.

En ce qui concerne la couleur des vins, sur sauvignon blanc, I'effet protecteur vis-a-vis de
I'oxydation du collage est comparable voire supérieur a celle du traitement a la caséine (figure
1) pour cinqg des sept produits testés, seuls les produits 5 et 6 permettent une diminution de la
couleur jaune un peu moins importante que celle obtenue avec la caséine. Il apparait, dans les
conditions de cet essai, que les produits comportant de la protéine de pois, en proportion plus ou
moins importante, dans leur formulation obtiennent de bons résultats tout comme le produit
associant bentonite, pvpp et cellulose.
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Figure 1 : DO 420 nm en fonction du produit de collage utilis
Mot de sauvignon blanc issu de fin de pressée - Millésime 2010

Pour I'essai mené sur le mott de sémillon étudié (figure 2), quel que soit le produit de
collage considéré, l'effet protecteur vis-a-vis de 1'oxydation (représenté par la mesure de la DO
420nm - couleur jaune) s'avere presque systématiquement aussi efficace que celui obtenu avec
la caséine. De plus, les différentes modalités correspondantes aux colles sans allergeéne présentent
toutes des valeurs de DO 320nm (richesse en acides phénols des vins) plus faibles. La meilleure
efficacité est obtenue avec le produit associant pvpp, bentonite et colle de poisson et tout comme
pour I'essai sur sauvignon blanc, avec le produit associant bentonite, pvpp et cellulose.
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Figure 2 : DO 420 nm en fonction du produit de collage utilisé
Mot de sémillon - Millésime 2010
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La dégustation réalisée en vin jeune montre que de nombreuses préparations donnent des
résultats souvent équivalents a ceux obtenus avec la caséine. Les performances relatives de ces
différents produits et leurs effets secondaires éventuels (principalement en terme de perte
aromatique) sont variables en fonction des mofts étudiés et aucun vin ne présente de déviation
organoleptique.

Sur sauvignon blanc, les différences entre les vins sont tres faibles, aucune modalité ne
présente de différences significatives par rapport au témoin. Les vins sont jugés de qualité proche
et ne présentent pas de défaut olfactif ou gustatif.

Sur sémillon, des différences apparaissent sur les critéres "Fruité" et "Qualité globale du
nez". Ainsi, les vins des modalités traitées avec les formulations sans allergene sont jugés au
minimum aussi fruités que le vin traité a la caséine et de qualité olfactive supérieure a celle de
la caséine (figure 3).
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Figure 3 : profil des vins sur les variables
Qualité nez/fruité - Sémilllon 2010

En vinification en rosé, quel que soit le produit de collage utilisé, l'effet protecteur vis-a-
vis de l'oxydation est aussi efficace que celui de la caséine (figure 4). Les vins traités avec les
produits de collage exempts d'allergéne s'averent tous moins jaunes (valeurs de b - coordonnées
tristimulaires - et d'absorbance a 420 nm plus faibles) et moins rouges (valeur de a plus faible).
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Figure 4 : DO 420 nm en fonction du produit de collage utilisé
Mot de cabernet franc - AOC Bordeaux rosé - Millésime 2010

Meéme si les résultats sont proches entre les différentes modalités, les vins traités présentent
tous des valeurs en polyphénols totaux inférieures au vin Témoin et inférieures ou égales au vin
traité a la caséine (figure 5).
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Figure 5 : IPT en fonction du produit de collage utilisé
Mot de cabernet franc - AOC Bordeaux rosé - Millésime 2010

Enfin, la dégustation des vins rosés ne met pas en évidence de différence significative
entre les différents vins. Les vins sont une nouvelle fois jugés de qualité proche a la fois au niveau
olfactif et au niveau gustatif.
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VINIFICATION EN ROUGE : QUELLE ALTERNATIVE A L'ALBUMINE D'GUF ?

Les essais ont été réalisés sur un vin d'assemblage (55 % merlot - 30 % cabernet sauvignon
- 15 % petit verdot) élevé 12 mois en barriques (millésime 2010 traité¢ début 2012) afin d'évaluer
des produits proposés comme substituants a l'albumine d'ceuf. Le vin est réparti de maniére
homogene dans des contenants en inox de 10L. Les différentes colles sont incorporées au moment
du remplissage des fts. Elles ont été au préalable réhydratées (le cas échéant) en fonction des
préconisations du fabricant. Afin de déterminer quel produit employé et surtout a quelle dose
l'utiliser, chaque fabricant a regu un échantillon de vin avant la mise en place de 1'essai afin qu'ils
réalisent des tests de collage. Ainsi chaque colle a été employée en fonction des recommandations
du fabricant/distributeur comme cela peut étre le cas en pratique sur le terrain.

Voici les produits alternatifs a I'albumine d'ceuf testés lors de cet essai :
- Produit 1 : gélatine de poisson
- Produit 2 : gélatines alimentaires
- Produit 3 : écorces de levures et enzymes pectolytiques
- Produit 4 : gélatine porcine
- Produit 5 : enveloppes cellulaires de levures
- Produit 6 : chitosane, chitine glucane

Le collage avec les différents produits testés n'a pas induit de modifications des parametres
analytiques classiques. Le niveau de turbidité varie en fonction des modalités, les meilleurs
résultats étant obtenus avec la gélatine de poisson ainsi qu'avec la gélatine porcine. Par ailleurs,
dans le cas de cet essai, la composition phénolique du vin est peu modifiée par le traitement.

L'analyse sensorielle fait apparaitre des différences significatives pour les criteres "épice"
et "note globale". Ainsi, hormis le produit formulé a base d'écorces de levures, I'ensemble des
vins traités avec les produits alternatifs sont jugés plus épicés que le vin témoin et globalement
mieux notés. Ces vins sont appréciés de manicre comparable au vin traité¢ a I'albumine d'ceuf
(figure 6).
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Figure 6 : profil des vins sur les variables épicé/note globale
vin rouge de garde 2010
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EN RESUME

Les essais menés en 2010 sur sauvignon blanc, sémillon et rosé de cabernet franc montrent
la possibilité d'utiliser des colles exemptes d'allergene en remplacement de la caséine. En effet,
les résultats analytiques mettent en évidence un effet protecteur de ces produits vis-a-vis de
l'oxydation proche, voire dans certains cas, supérieur a celui de la caséine. De plus, les
dégustations réalisées en vins jeunes montrent que de nombreuses préparations donnent des
résultats qualitatifs équivalents a ceux obtenus avec le traitement a la caséine, avec les effets
attendus de ces produits.

De plus, il est a noter que le colt d'un traitement avec I'un ou l'autre de ces produits
alternatifs est soit équivalent a un traitement avec la caséine soit plus faible. Seul le produit
comprenant des écorces de levures dans sa formulation a un cofit de revient a I'hectolitre plus
¢levé comparativement a la caséine (+0,10€/hl).

Ces essais ont été reconduits en 2011 sur deux motts de sauvignon blanc ; I'un issu de
raisins récoltés en tout début de maturité et le second issu de raisins récoltés a maturité
aromatique. Dans les conditions de ces essais, 'effet des colles testées, caséine comprise, est peu
marqué. L'efficacité des produits de substitution reste cependant comparable a celle obtenue avec
la caséine. L'analyse sensorielle a toutefois mis en évidence l'intérét du collage pour la
préservation de la fraicheur dans le cas de la matiére premicere récoltée en début de maturité.

Sur vin rouge, les résultats montrent que les produits de substitution a 1'albumine d'ceuf
ont une efficacité comparable a celle-ci. Si les résultats analytiques sont proches, il apparait a la
dégustation que les vins traités présentent des notes épicées un peu plus marquées et sont
globalement mieux appréciés. De méme que pour la caséine, les produits de substitution a
I'albumine d'ceuf ont un cotit de revient a I'hectolitre de vin similaire voire inférieur a celui du
produit allergene sauf pour les produits a base de dérivés de levures (entre + 0,15 et +0,38€/hl).

POUR CONCLURE

Aujourd'hui, face a cette nouvelle réglementation sur 1'étiquetage des allergénes, tout
viticulteur qui souhaite s'affranchir de cette contrainte a la possibilité d'utiliser des produits
alternatifs.

Toutefois, 1'étiquetage est obligatoire uniquement lorsque la présence d'allergéne peut étre
détectée dans le produit final, les produits utilisés (a base d'ceuf ou de lait) sont alors considérés
comme des ingrédients. La limite de détection par la méthode immunologique Elisa a été fixée
par I'OIV a 0,25mg/1.

Ainsi, tout vinificateur ayant employé€ un des produits cités (albumine d'ceuf ou caséine)
a le choix de mentionner ou non la présence du produit allergene. Mais, s'il choisit de ne pas le
mentionner, il sera dans I'obligation de réaliser un contrdle de détection validant 1'absence de
résidu.
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CARACTERISATION DES COMPOSES IMPLIQUES PAR DES
PHENOMENES D’ INTERACTIONS PERCEPTIVES DANS LES
NUANCES FRUITEES DE AROME DES VINS LIQUOREUX
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These en cours (2010/2013) de Panagiotis Stamatopoulos, financée par le CIVB
et le Conseil Régional d’ Aquitaine, dirigée par Philippe Darriet.

INTRODUCTION

Les vins liquoreux sont ¢laborés selon un procédé de vinification singulier a partir des
raisins surmris sous 1’action du champignon Botrytis cinerea. De cette alliance, sont produits
des vins aux nuances aromatiques exceptionnelles, qui évoquent notamment les agrumes confits,
les fruits secs ou le miel. Cependant, jusqu’a une période récente, les composés a 1’origine de
leur ardme typique étaient mal connus.

La these d’Elise Sarrazin, menée au sein de laboratoire et soutenue en 2007, a permis de
démontrer le role clé de certains thiols volatils (notes zestées), de certaines furanones (nuances
de sucre cuit), et du phenylacétaldéhyde (note de miel, florale) dans 1’expression aromatique des
vins liquoreux de pourriture noble. Le développement de la pourriture noble sur les cépages de
Sémillon et du Sauvignon Blanc, contribue beaucoup a 1’accroissement des teneurs de ces
composés. Ces résultats vérifient les pratiques empiriques et confirment 1’intérét de la
botrytisation pour amplifier la palette aromatique des vins liquoreux. Il apparait que le
champignon agit a plusieurs niveaux pour accroitre la concentration des composes clés. Tout
d’abord, Botrytis cinerea accélére le phénomene de passerillage. Il modifie aussi la composition
des baies en produisant a la fois des composés odorants, dont le phenylacétaldéhyde et les
lactones et en induisant une augmentation de précurseurs d’ardmes de nuances zestées, comme
les précurseurs cystéinylés et glutathionylés (Sarrazin ef al. 2007 ; Thibon et al. 2009, 2011). En
outre, le développement de Botrytis cinerea conduit a I’oxydation des composés phénoliques
des raisins (acide phénols, monomeres de flavan-3-ols), un mécanisme favorable pour les vins
liquoreux, a une moindre réactivité des thiols responsables de nuances zestées (Nikolantonaki et
al. 2012 ; Sarrazin et al. 2010).

Dans le cadre de la these, 1’objectif est de progresser dans la connaissance des composés
impliqués dans les notes d’« agrumes confits », typiques des vins liquoreux de pourriture noble.
Ces travaux sont conduits grace a des approches analytiques (identification de composés volatils
par couplage chromatographie en phase gazeuse (GC) couplée a la spectrométrie de masse) et
sensorielles (analyse par GC-olfactométrie, tests d’omission, de catégorisation et reconstitution

41



11¢ Journée Technique du CIVB - 5 février 2013

aromatique). Ils visent a caractériser de nouveaux marqueurs de 1’arome des vins de pourriture
noble. Compte tenu de la complexité de la construction des images sensorielles, I’accent a été
mis sur 1’étude des phénomenes d’interactions perceptives (phénomenes d’antagonisme, de
synergie voire d’élaboration de nouveaux accords). La reconstitution aromatique a représente,
en particulier, une voie importante de recherche pour progresser dans la compréhension des
phénomenes impliqués dans la construction de ces odeurs complexes.

I. UNE NOUVELLE APPROCHE POUR ETUDIER LA CONTRIBUTION DE
COMPOSES VOLATILS DANS UN MELANGE

Le vin est une matrice aromatique extrémement complexe. Plus de mille composés ont été
identifiés dans le vin, a des teneurs pouvant aller de quelques centaines de mg/L, a quelques
pg/L, voire ng/L. Dans ’espace de téte au-dessus d’un verre de vin, au moins une centaine de
composés volatils sont présents. Compte tenu de possibles phénomenes d’interactions perceptives
entre eux, il est d’abord nécessaire de réaliser des tests d’omission pour étudier I’'impact réel
d’un composé ou mélange de composés sur I’ardme du vin. Le principe des tests d’omission est
basé sur I’analyse des conséquences au niveau sensoriel liées a I’élimination d’une ou plusieurs
zones odorantes.

Le premier objectif a été de mettre en ceuvre une nouvelle méthodologie pour réaliser ces
tests. Un systéme de chromatographie en phase gazeuse préparatif (PFC), a été développé pour
collecter par voie cryogénique certaines fractions d’intérét, notées par GC-olfactométrie afin de
juger leur impact olfactif dans le mélange. Cette approche a déja été employée par Hasselbath et
al. 2007 pour étudier des composés de 1’ardme du café.

Systeme de GC-préparatif

Concretement, I’analyse d’extraits brut de vins (vin liquoreux présentant des notes typiques
et vins blancs secs) effectuée par GC-olfactométrie a permis de souligner la présence de certaines
zones odorantes d’intérét, autour de 38 minutes, rappelant des notes d’orange confite, zones
odorantes qui ne sont pas présentes dans les extraits de vins blancs secs (Tableau 1). Avec le
systeme de GC-préparatif (PFC), on a ainsi récupéré trois types d’échantillons par piégeage
cryogénique avec de 1’azote liquide (- 40 °C) en sortie de la colonne chromatographique : un
picge avec I’arome global de notre extrait de vin, un deuxiéme comprenant tous des composés
volatils, a I’exception de zones odorantes d’intérét et enfin un troisiéme piege ne comprenant
que les zones odorantes d’intérét (Tableau 2).
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Temps (min) VIN LIQUOREUX VIN BLANC SEC
314 Floral -fruité (intense) Poire
347 Floral (intense) Agrumes
353 Agrumes Agrumes intense
383 Orange confite Fruité/floral
389 Orange confite Floral Iéger
414 Plastique Lacté

Tableau 1 : Aromagrammes partiels d’extrait de vin liquoreux et de vin blanc sec
par GC-Olfactométrie (3 sujets).

Les trois types d’échantillons obtenus par piégeage cryogénique ont été présentés a un
jury pour évaluer leur différence et préciser leurs caractéristiques olfactives. Les tests olfactifs
¢taient effectués sur petites bandes en papier cellulose avec un dépot de 1 plL d’échantillon.

Les résultats ont permis d’établir trés clairement les caractéristiques sensorielles des pieges
1,2, 3 avec un jury de 15 personnes. Il apparait que les composés piégés entre 36 et 40 minutes
(piege 3) présentent des notes aromatiques de fruits confits, d’orange qui ne sont pas pergues
dans le piége 2. (Tableau 2).

Temps de piégeage cryogénique Piege Description
(min)
0-82,67 1 Fruits surmuris, Agrumes, Floral,
Cire, Miel, Sucre cuit
0-36,00 et 40,00 -82,67 2 Miel, Fromage, Levure, Lourde,
Epicée
36,00-40,00 3 Fruits confits, Orangée, Abricot
sec

Tableau 2 : Test descriptif pour les différents pieges obtenus.

Ensuite, il a été décidé de poursuivre la caractérisation des composés associ€s aux notes
aromatiques du piege 3. Pour cela, suivant I’exemple des théses de Bénédicte Pineau et de
Georgia Lytra concernant certaines notes fruitées de 1’arome des vins rouges, 1’extrait brut de
vin liquoreux a été fractionné par chromatographie liquide haute performance (CLHP) en 50
fractions. Une tonalité aromatique évoquant les notes orangées a été notée dans les fractions 37
et 38. Aussi, ces fractions ont ét¢ soumises au méme protocole de PFC et il a été possible de
confirmer aprés piégeage cryogénique sur les fractions 37 et 38, I’impact des composés
responsables des zones odorantes d’orange confite entre 36 et 40 minutes.
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II. IDENTIFICATION D’UNE MOLECULE SPECIFIQUE DE VINS LIQUOREUX DE
POURRITURE NOBLE IMPLIQUEE DANS LES NUANCES ORANGEES.

A T’aide de la technique de Chromatographie en phase gazeuse bidimensionnelle, déja
utilisée au sein du laboratoire pour identifier des composés a ’état de traces, les fractions 37-38
ont ét¢ analysées et il a été possible de repérer plusieurs zones odorantes, rappelant
respectivement la noix de coco due a la whiskey lactone, le clou de girofle du a I’eugénol, la
péche due a la *-nonalactone et en particulier, une zone correspondant @ un compos¢ inconnu
présentant une odeur fruitée/mentholée. Nous avons acquis la conviction que 1’ensemble des
composés responsables de ces zones odorantes jouaient un réle déterminant dans les tonalités
orangées des fractions 37-38. Il restait a identifier le composé inconnu, ce qui a été possible par
analyse des extraits en couplage de GC-bidimensionnelle couplée a la spectrométrie de masse a
haute résolution. II s’agit d’une pentyl furanone qui fait partie de la famille chimique des lactones.
Ce composé bien détecté dans certains vins liquoreux de pourriture noble ne 1’a pas été dans des
extraits de vins blancs secs (Figure 1).
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Figure 1 : Chromatogrammes obtenus par GC bidimensionnelle couplée a la spectrométrie
de masse de la fraction 37, pour un vin Liquoreux de pourriture noble (vert) et un vin Blanc
sec (noir). Pic chromatographique de la pentylfuranone indiqué.

Apres avoir développé et validé une méthode de quantification de cette molécule, son
dosage a été effectué dans différents vins et son seuil de détection olfactive déterminé. Des
concentrations situées entre 2 pug/L et 18 ug/L ont été mesurées pour cette lactone dans des vins
liquoreux de pourriture noble (Tableau 3). En outre, cette molécule semble bien spécifique des
vins liquoreux de pourriture noble dans la mesure ou elle n’est pas détectée dans les vins secs de
différents cépages. La concentration moyenne de cette molécule dans les vins analysés est de
6,1 ng/L.
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Millésime Vins Appellation concentrations (ug/L)
2009 Lig-Sg Sauternes 4,1+0,3
2010 Lig-Sg Sauternes 510,22
2006 Lig-Cds Sauternes 11,6+0,1
2006 Lig-Phd Loupiac 52+0,7
2007 Lig-Phd Loupiac 4+0,69
2008 Lig-Phd Loupiac 4,5+0,05
2010 Lig-Phdnt Loupiac 2+0,09
2002 Lig-Tb Sauternes 18+0,39
2005 Lig-Tb Sauternes 5,5+0,28
2001 Lig-La Sauternes 3,7+0,21
2001 Lig-Mal Sauternes 2,6+0,46
2003 Lig-Jcb Sauternes 3,6+0,13
2005 Lig-Jcb Sauternes 6,5+0,2
2007 Lig-Jcb Sauternes /7,7 +0,28
2005 Lig-MI Sauternes 7,7 +0,17
2007 Sec-Lar Chablis non détecté
2008 Sec-Tey Bordeaux non détecté
2008 Sec-Bon Entre Deux Mers non détecté
2008 Sec-Ann Alsace non détecté

Tableau 3 : Concentrations de la nouvelle lactone dans différents vins

Il est intéressant de noter que les descripteurs sensoriels pour cette lactone changent selon
les concentrations. Pour des concentrations faibles (2,5-20 pg/L), le descripteur principal est
fruité et mentholé, tandis que pour les teneurs élevées (= 100 pg/L), comme avec beaucoup de
lactone, les descripteurs rappellent la noix de coco et le beurre. Le seuil de perception est autour
de 2,5 pg/L en solution hydro-alcoolique (pH 3,5). Il faut noter que la molécule posséde un
carbone asymétrique et le seuil de perception pourrait changer selon les énantiomeres.

ITII. INTERACTIONS PERCEPTIVES ET IMPACT SENSORIEL DE LA NOUVELLE
LACTONE, MARQUEUR DE IAROME DES VINS LIQUOREUX DE POURRITURE
NOBLE.

Nous avons formulé I’hypothése que la composante orangée dans les extraits de vins
liquoreux de pourriture noble résultait d’'un phénomene d’interactions perceptives associant en
particulier la pentyl furanone et les composés évoqués précédemment (whiskey lactone, eugénol,
*-nonalactone). Aussi, des expériences sensorielles ont-elles été mise en place pour 1’étudier.

Pour cela, deux vins liquoreux de pourriture noble ont d’abord été sélectionnés, 1’un
présentant des nuances de fruits confits, et particulierement d’orange confite, I’autre moins typé
avec des nuances de fruits frais. Apres le fractionnement des vins par CLHP, les composés,
évoqués précédemment, comme €tant susceptibles d’étre impliqués dans les nuances d’orange
confite ont été quantifiés. Les résultats ont bien confirmé I’hypothése de départ, a savoir une
différence de teneur pour les composés considérés entre les deux vins. Ensuite pour étudier
I’impact sensoriel de chacun des composés dans un phénomeéne perceptif, on réalisé¢ des
expériences de reconstitution aromatique avec omission.
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Trois séries d’analyse sensorielle ont été réalisées, la premiere avec les fractions du vin
« typé », la deuxieme (mélange) avec les fractions du vin « non-typé » mais en ajoutant les
teneurs des composés retrouvées dans le vin « typé », la troisiéme avec les fractions du vin « non-
typé ». Différents types d’échantillons ont ainsi €té constitués avant de les soumettre a
I’appréciation de leur caractére orangé et de leur niveau de typicité.

Code Echantilion
FiT#+F3a Fraciioms C_HF gul présencent |es noes rechermas
RAT Le melanpe tofal des tractions|1 250!
Rap Le mreilanga total [1 & 50k sauf les fradtions 37438
RAP-WL Ly malange d'@chantilion RAP plus ks Wwrours de 4
composis impligués, sauf |3 whiskey lactona
RAP-aN e malange d'didhanidlon R&P plus les wwneurs de 4
compases imphgues, saif |3 -ronalactone
RAP-E Le melange d'échantillon RAP phis s tereurs de &
eompoats impligues, sauf 'swmganed
RAR-M Le mélange d'échantilln RAP plus les fsreurs de &

enfripodid impliguds, Sl 18 nowdelle ek ne

Tableau 4 : Codage des échantillons utilisés.

Les résultats de 1’analyse sensorielle du vin « typé » montrent clairement un effet direct
de la whiskey lactone, de I’eugénol, et de la nouvelle lactone sur la perception de la note d’orange
confite dans les vins liquoreux de pourriture noble. Il s’agit d’un phénomene d’« accord
aromatique » aussi dénommé phénomene de perception « synthétique », bien connu en
parfumerie. Ce phénomene résulte de la perception d’une tonalité aromatique différente de celle
de chacun des composés volatils pris séparément. [’analyse sensorielle du « mélange » permet
aussi de valider I’impact majeur de la whiskey lactone et de la nouvelle lactone sur la perception
de I’ardbme d’orange confite. Enfin, concernant I’étude sensorielle menée sur le vin « non typé »,
les résultats montrent qu’il y a un impact non significatif de I’addition de la whiskey lactone, de
I’eugénol et de la pentyl furanone compte tenu de niveaux de concentrations trop faibles (ex
teneur en pentyl furanone de 1 pg/L) dosées dans le vin « non-typé » (figure 2).

10 1 O range confite

9 -

8 -
g 7 -
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S 6 -
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E 5 A M vintypé
@ 4 - .
§ mélange
£ 37 vin non -typé

2 -

1 .

0 .

[F3?+F38] (RAT) (RAP) [RAP WL] (RAP-yN) [RAP E) [RAP N]
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Figure 2 : Intensité moyenne des échantillons pour le descripteur d’orange confite
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Un phénomene tres similaire est observé au niveau de la typicité aromatique des fractions
présentées. La whiskey lactone contribue a la typicité aromatique des vins liquoreux de pourriture
noble comme 1’avait souligné Elise Sarrazin (Sarrazin et al., 2009). La nouvelle lactone et
I’eugénol ont aussi un impact sur le niveau de typicité des vins liquoreux lorsque ces composés
sont associés avec la whiskey lactone. Enfin il faut souligner I’impact de cette nouvelle lactone
sur la typicité de vins liquoreux de pourriture noble (figure 3).

107 Typicité
9
8 -
ra
2 6 -
c
g, 5 A M vin typé
o
= 44 mélange
31 vin non -typé
2
1 4
0 4
[F3?+F38] (RAT) (RAP) [RAP WL) [RAP yN (RAP- E] (RAP-N)
Echantillons

Figure 3 : Valeur moyennes de typicité pour les différents échantillons
de reconstitution aromatique avec omission.

IV. CONCLUSION

Nos travaux se situent en continuité de ceux d’Elise Sarrazin (2007) qui avait mis en
évidence I’existence d’un espace sensoriel propre aux vins liquoreux de Bordeaux, identifi¢ et
dosé des composants d’intérét dans 1’ardme des vins liquoreux de pourriture noble. Cependant,
ses travaux n’avaient pas pu aboutir dans I’interprétation des nuances aromatiques d’agrumes
confits. Lorsque ces travaux ont été repris, il nous a semblé évident que la perception de ces
notes aromatiques paraissait plutdt associée a une combinaison de molécules au niveau du
systeme olfactif des dégustateurs, au travers de phénomenes d’interaction sensorielle.

Nous avons développé une nouvelle approche impliquant la chromatographie en phase
gazeuse préparative pour valider, par des tests d’omission, I’importance de composants volatils
associés a des notes d’orange confite. Cette validation a pu étre faite a la fois sur 1’extrait brut
de vin liquoreux et avec des fractions purifiées. Nos travaux ont ensuite permis d’identifier une
nouvelle lactone qui semble spécifique de vins liquoreux de pourriture noble. Cette molécule
avec un arome fruité/mentholé contribue au travers des phénomenes d’interactions perceptives
avec d’autres composés volatils pour créer les notes d’orange confite. Les travaux se poursuivent
pour étudier ’implication d’autres composés de I’ardme des vins liquoreux dans cet accord
aromatique et se pencher sur la genese de la pentyl furanone.
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Université de Bordeaux, CNRS, Institut Polytechnique de Bordeaux
Allée Geoffroy Saint Hilaire, 33600 Pessac

INTRODUCTION

Les tanins font partie intégrante des composés qui participent aux qualités gustatives d’un
vin. En effet, la sensation d’astringence est provoquée par I’interaction entre les tanins et les
protéines de la salive qui conduit a une diminution de la lubrification de la cavité buccale, d’ou
cette sensation de sécheresse en bouche. Les travaux d’Olivier Cala (these financée par le CIVB
soutenue en 2010) sur les interactions tanins-protéines de la salive réalisés par résonance
magnétique nucléaire (RMN) ont montré notamment que 1’affinité des tanins pour les protéines
est fonction de 1’état d’oligomérisation des tanins (trimeres > dimeres > monomeres) (fig.1) mais
également de leur état colloidal (libres ou auto-associés) (Cala et al., 2012) (fig.2).

2 a2 i H3 Cat
LX) E

Figure 1. Echelle d’affinité absolue (en mM) des tanins pour les protéines de la salive en
fonction de la structure du tanin (C, trimére ; B, dimeres ; Cat, monomere) (Cala et al., 2010).

Figure 2. Mode¢le d’association des tanins
avec les protéines de la salive en fonction de
I’état colloidal du tanin, libre ou auto-
associ¢ (Cala et al., 2012).
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Lors de la dégustation, d’autres composés endogenes ou non (apportés par 1’alimentation
par exemple) sont susceptibles d’interagir avec les tanins du vin et parmi eux les lipides. En effet,
le fromage, aliment gras par excellence, n’est-il pas 1’inévitable compagnon du vin ? Et méme
si I’accord vins-fromages déchaine les passions, il n’en demeure pas moins que le gras du
fromage est un exhausteur de gofit indéniable. Par ailleurs, de nombreux travaux scientifiques
sur les interactions entre les tanins et les membranes cellulaires, initiés dans les années 90 face
a I’intérét grandissant des tanins comme antioxydants susceptibles de prévenir les risques de
maladies cardiovasculaires et dégénératives, montrent que les tanins interagissent avec les lipides
(Hashimoto et al., 1999 ; Kajiya et al., 2001, 2002).

Lobjectif de la thése d’Aurélien Furlan (débutée en octobre 2010) consiste donc a
comprendre dans quelle mesure les interactions tanins-lipides pourraient jouer un role potentiel
sur la perception gustative d’un vin. Alors qu’il n’existe a I’heure actuelle aucune donnée
d’analyse sensorielle au sujet de 1’association vins-lipides et que 1’aspect moléculaire de cette
association n’a jamais €t¢ abordé dans le contexte du gotit des vins, les résultats issus de cette
thése pourraient ouvrir une voie nouvelle et novatrice dans le domaine de la dégustation.

L étude effectuée par RMN s’est focalisée sur les lipides endogenes en tant que constituants
majoritaires des membranes buccales. Deux aspects ont été abordés. Le premier a consisté a
quantifier ’affinité des tanins pour les lipides membranaires de maniére a la comparer a celle
trouvée pour les protéines de la salive. Le deuxieme s’est intéressé¢ a 1’effet des tanins sur la
dynamique et I’ordre de 1’architecture membranaire dans laquelle on retrouve notamment les
récepteurs gustatifs au niveau des papilles, les cellules sensorielles qui se situent pour 1’essentiel
dans la muqueuse linguale.

Les membranes biologiques étant des assemblages trés complexes (fig.3), afin de
simplifier le systtme membranaire, nous avons travaillé avec des membranes modeles faciles a
réaliser, les vésicules multilamellaires, qui reproduisent la structure en bicouche moléculaire des
membranes biologiques et qui ne sont constituées que de lipides (fig.4).

Figure 3. Structure d’une membrane Figure 4. Vésicules multilamellaires

biologique composée d’une bicouche composées d’un assemblage de bicouches
constituée majoritairement de lipides mais lipidiques séparées par des couches d’eau

¢galement de protéines et de glucides (Loudet et al., 2010).

(Pietzsch, 2004).

Dans notre cas, les vésicules multilamellaires ont été réalisées avec le DMPC
(dimyristoylphosphatidylcholine) (fig.5), un phospholipide non chargé qui rend compte des
lipides majoritairement trouvés dans les membranes buccales (fig.6).
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Figure 5. Structure du DMPC. Figure 6. Composition lipidique des membranes
buccales (Squier et al., 1991 ; Ganem-Quintanar
etal., 1997 ; Thompson et al., 2001 ; Diaz-del
Consuelo et al., 2005).

Le choix des tanins s’est porté sur les deux principaux tanins trouvés dans le vin rouge a
savoir la catéchine et 1’épicatéchine ainsi que deux autres tanins galloylés, 1’épicatéchine gallate
et ’épigallocatéchine gallate, afin d’étudier 1’effet de la structure du tanin sur les interactions
tanins-lipides et sur 1’organisation membranaire (fig.7). Les concentrations en tanins utilisées
ont été choisies inférieures a la concentration micellaire critique (CMC), comme c’est le cas
dans le vin (Quideau et al., 2011), c¢’est-a-dire que les tanins se trouvent a 1’état libre (non associé)
(Pianet et al., 2008, Fabre et al., 2010).

Catéchine

,,DIi_,

9]

e

Epicatéchine gallate Epigallocatéchine gallate

Figure 7. Structure des tanins étudiés.
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Dans le but de se rapprocher des conditions réelles, les expériences d’abord menées sur
un systéme simple, une membrane modele constituée d’un seul lipide dans un milieu 100 %
aqueux, ont ensuite ét¢ étendues a une membrane modele constituée de DMPC et de cholestérol,
deuxieme lipide majoritaire des membranes buccales, dans un milieu aqueux alcoolisé a 12 %
afin de mimer I’environnement dans lequel baignent les membranes buccales lors de la
dégustation.

AFFINITE DES TANINS POUR LES LIPIDES MEMBRANAIRES

Des expériences de RMN du proton (1H) ont été réalisées sur une solution de vésicules
multilamellaires, en milieu aqueux au pH de 7.4 et a la température de 37°C représentatifs de la
bouchel, a laquelle ont ét¢ ajoutés des tanins. Une expérience similaire a également été effectuée
au pH du vin de 3,5. Cette technique non destructive permet de montrer au niveau moléculaire
la localisation des tanins dans la membrane (Uekusa et al., 2007) et de déterminer 1’affinité des
tanins pour les lipides (Ramstad et al., 2005).

Ainsi nous avons montré que les tanins sont localisés a la surface de la membrane et qu’ils
interagissent préférentiellement avec la téte polaire des lipides. Une stoechiométrie de 1 tanin
par lipide, quel que soit le tanin, a été considérée au vu des résultats. Laffinité, non pH-

dépendante, varie avec la structure du tanin. Léchelle d’affinité relative montre en effet que les
tanins non galloylés sont plus affins que les tanins galloylés (fig.8).

' » L% iy
L4 [
EC C ECG

Figure 8. Echelle d’affinité relative des tanins pour les lipides membranaires.

Les constantes d’affinité des tanins pour les lipides sont de I’ordre du mM, c’est-a-dire du
méme de grandeur que celles trouvées pour les interactions tanins-protéines de la salive. Ce
résultat est remarquable et indique qu’il existe une compétition potentielle entre les
interactions tanins-lipides et les interactions tanins-protéines de la salive.

EFFET DES TANINS SUR LORGANISATION DES MEMBRANES

Des travaux ont €té entrepris sur un systéme identique au précédent mais ou le DMPC est
maintenant deutéré sur une de ces deux chaines alkyles (fig.9) afin de réaliser des expériences
de RMN du deutérium (2H). Cette technique apporte une information a la fois sur I’ordre de la
membrane et sur sa dynamique (Seelig, 1977 ; Davis, 1979 ; Dufourc, 2008).

! Le pH de la bouche varie autour de 7 et la température buccale normale varie entre 35,5 et 37,5C
(d’apres http://www.sante.gouv.fr/fiches-no-1-5-mesures-de-la-temperature-corporelle.html)
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Figure 9. Structure chimique du DMPC deutéré sur une des deux chaines alkyles.

Les résultats montrent que les tanins abaissent la température de transition de phase du
DMPC (température a laquelle la membrane constituée de molécules de DMPC passe d’un état
ordonné a un état plus désordonné) (fig.10), ce qui signifie que les tanins ont un effet fluidifiant
c’est-a-dire qu’ils provoquent du désordre. L’étude de ’effet des tanins sur le ceeur hydrophobe
de la membrane montre que ce désordre se situe préférentiellement sur la partie supérieure de la
chaine carbonée a savoir celle la plus proche des tétes polaires (fig.11). Si1’on compare les tanins
entre eux, la catéchine et 1’épicatéchine montrent des effets similaires tandis que
I’épigallocatéchine gallate se démarque avec un effet un peu plus important.
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Figure 10. Effet des tanins sur la fluidité Figure 11. Effet des tanins sur la
membranaire. dynamique des chaines carbonées.

CONCLUSION

Lensemble de ces résultats prouve que les tanins du vin interagissent avec les lipides des
membranes buccales et que de ce fait les interactions tanins-lipides vont jouer un réle dans la
perception gustative d’un vin de deux fagons possibles. D’une part, les lipides entrent en
compétition avec les protéines de la salive en termes d’affinité pour les tanins et par conséquent
vont jouer le role de modérateur de I’astringence. D’autre part, les tanins, en agissant comme
fluidifiant des membranes lipidiques, siege des récepteurs gustatifs, sont susceptibles de moduler
I’interaction de ces récepteurs avec les molécules sapides et donc de transformer la réponse au
gotut du vin.

A I'issue de ces conclusions, il serait désormais intéressant d’étudier I’effet de la nature
des lipides (saturés ou insaturés) sur les interactions tanins-lipides. En effet, la composition des
membranes buccales refléte le régime alimentaire : un régime alimentaire riche en acides gras
essentiels va enrichir les membranes buccales en acides gras polyinsaturés (McMurchie et al.,
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1984 ; Connor et al., 2000). On peut donc se demander comment va évoluer le golt d’un vin
selon que I’on consomme du fromage riche en acides gras saturés ou un foie gras riche en acides
gras insaturés ? Pour aller plus loin, I’analyse sensorielle pourra étre explorée pour savoir s’il
existe une corrélation entre ses résultats et ceux de chimie moléculaire.

Dans le cadre des accords mets-vins, un deuxieéme aspect pourrait &tre abordé en étudiant
I’effet des tanins sur des gouttelettes lipidiques (fig.12), forme sous laquelle se trouvent
majoritairement les lipides dans les aliments. A I’heure actuelle, le modele d’une émulsion?
lipidique de type huile dans 1’eau semble prometteur au vu des premiers résultats obtenus en
RMN.

Fror—m ———— l-'|l=_'_lr'l'-'lrrlI
Nl
x Figure 12. Architecture d’une gouttelette lipidique
R P constitué¢e d’un cceur hydrophobe recouvert en surface
d’une monocouche de phospholipides (Fujimoto et al.,

2008).
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ETUDE QUALITE BOUCHON
PERIODE ANALYSEE JANVIER 2008 - DECEMBRE 2011

Eva Mondini
CIVB - service technique
1 cours du XXX juillet - 33075 Bordeaux cedex

eva.mondini(@vins-bordeaux.fr

Dans le cadre des prélevements effectués pour le Suivi Aval de la Qualité (SAQ), controle
qualité régi par accord interprofessionnel étendu par les pouvoirs publics, nous nous sommes
intéressés aux différentes qualités de bouchage ainsi qu’a la problématique de déviation
organoleptique ayant pour origine la présence de PCA-PCP dans les bouchons et les vins.

Cette étude n’a pas la prétention d’étre représentative. En effet, I’échantillonnage se
limite a certains circuits de distribution en France (GMS, cavistes et grossistes) ainsi qu’aux
principaux marchés exports. Néanmoins, elle propose, sur une période donnée, une
photographie de la réalité des qualités de bouchage trouvées et une analyse des vins
bouchonnés.

Cette ¢tude fait suite a celle réalisée sur la période novembre 2004 - novembre 2007.

Sur la période étudiée, 9143 échantillons ont été prélevés au cours des 46 collectes dont :

- 30 collectes en France,

- 16 collectes a I’étranger (3 Belgique, 2 Grande Bretagne, 2 Pays-Bas, 2 Suisse, 2 Hong
Kong, 1 Corée du Sud, 1 Allemagne, 1 Danemark, 1 Chine, 1 Etats Unis).

Lors des contrdles SAQ, seuls les échantillons jugés bouchonné/moisi par les dégustateurs
lors de I’examen organoleptique sont analysés pour évaluer les teneurs en chloroanisoles et
chlorophénols. Ainsi, sont analysés les TCA!, les TeCA?, les TBA? ainsi que 1’ensemble de leurs
précurseurs dans le vin et le bouchon.

I Trichloroanisole
2 Tétrachloroanisole
3 Tribromoanisole
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1- ETUDE SUR LENSEMBLE DES VINS DEGUSTES
a) Catégorie de bouchon

Le graphique ci-dessous présente les différents types de bouchage de I’ensemble des
échantillons prélevés :
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Répartition des différentes catégories de bouchons utilisées pour la période de collecte SAQ de
2008-2011

Deux grandes catégories représentent 2/3 des bouchages : les naturels (35.2 %) et les
colmatés (30.6 %). Les bouchages techniques représentent plus de 10 % des bouchages (12.2 %).

Le comparatif par rapport a la période 2004-2007 précédente permet de mettre en évidence
des évolutions des utilisations des différents types de bouchage

1
% échantillons Evolution des pourcentages
40,00 + R .
d’utilisation des différents types de
35,00 - 3550 35,23 bouchage sur 'ensemble des vins
33,38 dégustés dansle cadre du SAQ
30,00 -
== étude 2008 -2011
25,00 -
== étude 2004 -2007
20,00 -
15,00 -
8,52 12,24
10,00 - 8.3 001
500 - 0,65
0,13 0,95
0,00 -
2PLUS  AG11 AGGLO  AUTRE  CAPSV  COLMA  NATUR  SYNTH  TECHN
Catégories bouchons

Ainsi le pourcentage d’aggloméré a sensiblement diminué (- 4 points), tout comme le
colmaté (-5 points) en faveur notamment du synthétique (+4 points) et du technique (+ 2 points).
Le naturel reste stable voire augmente légerement.
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b) Dimension de bouchons

En ce qui concerne les dimensions de bouchons, le graphique suivant montre que les plus
couramment utilisés sont les 45 et 49 mm :
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Répartition des différentes dimensions de bouchons utilisées
pour la période de collecte du SAQ de 2008-2011

Les proportions de bouchons de 54, 40 mm ou autres dimensions sont anecdotiques. Une
petite proportion de 38mm reste notable et représente 6 % de la distribution totale
¢) Catégorie et dimension de bouchons

Les bouchons de 38 mm sont principalement les agglomérés pour un total de 2.3 %

Nombre échantillons
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I
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Répartition des différents types de bouchage (catégorie et dimensions de bouchons)
sur la période de collecte du SAQ de 2008-2011
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d) Utilisation des différents types de bouchons par groupe organique

Le graphique ci-dessous montre que les groupes organiques « Blancs secs » et
« Bordeaux » utilisent une forte proportion de bouchons techniques (respectivement 26 % et
17 %) et synthétiques (respectivement 22 % et 12 %).

Il montre également la prédominance de I’utilisation des bouchons naturels pour les
groupes organiques « blancs doux », « médoc et graves » et « libournais » : respectivement 54 %,

61 % et 47 %.

Lutilisation des bouchons colmatés est majoritaire pour le groupe organique « cotes » car
ce type de bouchon représente pres de 45 % de cette catégorie de vin.

Enfin les bouchons de type agglomérés sont essentiellement retrouvés dans les groupes
organiques « Blancs secs » et « Bordeaux » (19 %) et quelques 14 % pour le groupe des « Cotes ».

Nb d'échantillons rapporté a 100%

100%
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DOUX SECS
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GRAVES POM. FRON.

Groupes organiques
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Description des différentes catégories de bouchage utilisées selon les groupes organiques
sur la période de collecte du SAQ de 2008-2011

e) Utilisation des différents types de bouchons par tranche de prix

Les tranches de prix choisies
permettent d’avoir une répartition
homogene de la population des
¢chantillons.

Conformément a ce que 1’on
pouvait attendre la proportion de
bouchons naturels augmente avec le
prix de vente de la bouteille.
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Répartition des différentes catégories de bouchon
en fonction du prix des échantillons prélevés
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Avec 1’augmentation de prix de la
bouteille, on bascule progressivement de
45 vers 49mm.

Répartition des différentes dimensions
de bouchon en fonction du prix des
échantillons prélevés
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f) Utilisation des différents types de bouchons par pays

A noter I’utilisation de plus de 15 % de technique pour les pays comme les Pays-Bas
(20 %), le Danemark, la Chine, Hong Kong, la Corée du Sud et les Etats Unis.

Une proportion importante de synthétiques, essentiellement en Grande Bretagne et en

Allemagne.

Lutilisation majoritaire de bouchons naturels en Suisse (pres de 60 %), en Grande Bretagne

et aux Etats Unis.

Une part importante de capsule a vis pour le marché de la Grande Bretagne.

100% -
90% -
80% -
0% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10%

0% -

France SUISSE GB COREE PAYSB

BELG

CHINE DANK HONG K EU

Pays étrangers prélevés

I l: = TECHN

m SYNTH
= NATUR
m COLMA
| CAPSV
B AUTRE
W AGGLO
WAG11

W 2PLUS

Description des différentes catégories de bouchage selon les pays étrangers
prélevés dans le cadre du SAQ de 2008-2011
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2) ETUDE SUR LES VINS BOUCHONNES/MOISIS

a) Variations de Db (vins qualifiés de « bouchonné/moisi » par les dégustateurs du

SAQ)

La notation des dégustations SAQ permet la classification des vins en 4 grandes
catégories : catégorie A (vins « excellents »), catégorie B (vins « conformes »), catégorie C (vins
« passables »), catégorie D (vins « non conformes »). Parmi les vins notés en D sont qualifiés
de Db, les vins en D pour lesquels les dégustateurs ont détecté des défauts de bouchons (moisi,
poussiéreux, terreux).

2 % des vins dégustés sur la période ont été jugés altérés par un gotit de bouchon.

Ces vins qualifiés de bouchonné ont fait I’objet d’analyses complémentaires dont les
résultats sont présentés ci-dessous et qui permettent notamment de mettre en évidence les sources
de contaminations.

Létude des échantillons

o bouchonnés (Db) révele que dans
\-8; 4% .
plus de 95 % des cas, les motifs
——— XLINA':\?SNEBOUCHONNES SELON bouchonné/moisi trouvés par les
8; 5% = \ dégustateurs ont été¢ confirmés par
=  VIN AVEC CONTAMINATION :
BOUCHON les analyses de laboratoire.
® VIN AVEC CONTAMINATION
AMBIANCE Répartition des résultats d’analyse
129;73% \ = VIN AVEC CONTAMINATION (en nombre ; pourcentage) pour les
BOUCHON ETAMBIANCE vins notés en Db dans le cadre des
dégustations du SAQ de 2008-2011

Pour la plupart des échantillons bouchonnés / moisis analysés, la cause de défectuosité est
principalement liée au bouchon : 73 %. 18 % sont liés a une contamination mixte bouchon et
ambiance. Peu de problémes de pollution environnementale ont été détectés (5 %).

A noter que les seuils de perception de TCA et de TeCA dans les vins sont communément
admis a 3 ng/l dans le vin blanc et 5ng/l dans le vin rouge pour le TCA et 15 ng/l pour le TeCA.

L’évolution de ces vins classés en Db par les dégustateurs depuis 2001 est la suivante :
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Annéesde collecte du SAQ

Evolution des pourcentages annuels de Db lors des 10 derniéres années de collectes du SAQ
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La tendance générale est a la diminution du t

tout bouchage confondu.
Un maximum de 3.22 % a été atteint en 2002, un minimum de 1,5 % en 2010.

A noter que depuis 2001, un retour régulier

aux moyen de Db par année de collecte SAQ,

des résultats est fait vers les fournisseurs de

bouchons concernés qui ont mis en ceuvre un certain nombre d’indicateur de leur process
contribuant également a cette évolution positive.
Si le taux moyen de Db tend a diminuer, le graphique suivant montre les fluctuations selon
les dégustations tout au long de la derniére période étudiée.
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Dates de collecte du SAQ de 2008 a 2011

Fluctuations des pourcentages moyens de Db lors de chacune des collectes
du SAQ sur la période de 2008 a 2011

Le taux de Db varie également fortement en fonction du type de bouchon utilisé comme
le montre le graphique ci-dessous :

| 1 contamination ambiance |
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90%
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4 contaminations bouchon
2 contaminations mixtes
bouchon + ambiance

ECH. BOUCHONNES

D AUTRES ECH.

Proportion de Db selon les catégories de
bouchons utilisées a I’aide d’une échelle
de prélevement rapportée a 100%

Ainsi on constate, que la proportion de Db pour les agglomérés simples dépasse largement
la moyenne de Db de la période (1.93 %) en atteignant presque 7 % de Db. Les colmatés sont
également légerement supérieurs a la moyenne alors que les naturels frolent cette moyenne.
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Limportance du type de bouchon dans le pourcentage observé de Db peut également étre
abordée par le calcul suivant.

Le tableau  ci-contre
compare les pourcentages de Db
moyens annuels pour 1’ensemble

des bouchages aux pourcentages 2008 281 300
de Db moyens annuels recalculés 2009 1.86 211
en ¢écartant les bouchages 2010 1.50 2.29
synthétiques,  techniques et 2011 1.63 259

capsules a vis.

En conclusion, le pourcentage de Db depuis plus de 10 ans a tendance a diminuer avec
certainement pour cause les efforts apportés sur les qualités de bouchage mais du fait également
de I’évolution du choix du type de bouchons avec le développement des bouchons techniques et
synthétiques notamment.

b) Variations du dosage de TCA vin et bouchon

» TCA VIN DANS LE TEMPS
Les diagrammes ci-apres représentent les ventilations, sous forme de quartiles?, des taux
de TCA dosés dans les vins, au cours des trois dernieres périodes d’étude du SAQ :
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Evolution des répartitions des taux de TCA dans le vin (en ng/l)
au cours des trois dernieres périodes d’¢tude du SAQ

Le taux d’échantillons bouchonnés s’est sensiblement amélioré passant de 2.81 % (période
2001-2004) a 2.64 % (période 2004-2007), et enfin 2.47 % (période 2008-2011).

La valeur médiane a progressivement diminu¢ passant de 10 a 6 et finalement a 4 ng/I sur
la derniere période 2008-2011.

4 Un quartile est chacune des 3 valeurs qui divisent les données triées en 4 parts égales, de sorte que chaque partie représente 1/4
de I'échantillon de population. Le ler quartile sépare les 25 % inférieurs des données, le 2e quartile est la médiane de la série, le
3e quartile sépare les 75 % inférieurs des données.
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Les valeurs de TCA semblent de moins en moins dispersées, méme si la valeur maximale
obtenue sur la période 2008-2011 a atteint plus de 400ng/1.

Alors méme que les dégustateurs sont de plus en plus sensibles aux défauts de bouchons
(médiane des taux de TCA vin en diminution), le pourcentage de vins bouchonnés diminue, du
fait notamment de I’amélioration qualitative des matieres seéches utilisées par les bouchonniers.

* TCA VIN DANS LE TEMPS ET SELON TYPES DE BOUCHAGES
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Comparaison des médianes de TCA dans le vin (en ng/l)
selon les trois périodes d’études et en fonction des types de bouchage utilisés

On constate, au sein du diagramme ci-dessus, une forte disparité entre catégorie de
bouchage des valeurs de TCA trouvés dans les vins bouchonnés/moisis.

Sur les trois périodes d’étude, les bouchages ayant les taux de TCA les plus importants
sont les naturels puis les colmatés pour lesquels les médianes avoisinent en 2008-2011
respectivement 6.8ng/1 et 5.3ng/1.

Parmi les lieges, les agglomérés possedent des médianes plus raisonnables. Ces taux de
TCA dans le vin doivent en effet prendre en compte 1’utilisation de bouchons, principalement
des vins a rotation rapide pour lesquels le temps de migration des TCA du bouchon vers le vin
est plus court.

D’autre part, comme démontré précédemment dans le rapport, les agglomérés sont
fortement utilisés par le groupe organique « blancs secs ». Sachant que le seuil de détection pour
les vins blancs est de 3 ng/l, les résultats semblent cohérents et les taux de TCA plus faiblement
dosés dans les vins ont pu étre détectés par les dégustateurs qui ont majoritairement attribué des
Db a des échantillons avec agglomérés.
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Les valeurs de TCA des bouchons techniques restent trés stables. Le nombre de vins
qualifiés de bouchonnés ayant fait 1’objet d’analyse sur la période 2008-2011 étant tres faible (7
¢échantillons), il est difficile de pouvoir tirer plus de conclusion.

D’une fagon générale, la baisse des valeurs de TCA trouvées dans les vins se poursuit
comme le montre la comparaison des résultats (2007-2011) avec les études précédentes (2001-

2004 /2004-2007).

« TCA BOUCHON DANS LE TEMPS ET SELON TYPES DE BOUCHAGES

TECA nglg
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Types bouchage
[nombre de bouchons concernés]

Comparaison des médianes de TCA dans les bouchons (en ng/g)
selon les trois périodes d’études et en fonction des types de bouchage utilisés

Lanalyse de 1’évolution du taux de TCA dans le bouchon laisse apparaitre une stabilisation
avec les résultats obtenus lors des périodes d’étude précédentes.

Sur la derniere période étudiée, le taux de TCA bouchon moyen est le plus fort pour les
bouchages de type colmaté (21.8 ng/g), tres proche des résultats des bouchons naturels (21.5

ng/g) et enfin ’aggloméré est a 11.4 ng/g.

Les bouchages techniques conservent des médianes pratiquement inchangées.
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EN RESUME :

- La comparaison des périodes d’étude a permis d’observer une augmentation importante
des bouchages synthétiques (passant de 0.6 % en 2001-2004, a 3.3 % en 2004-2007 et
enfin a 7.83 % de I’ensemble des échantillons en 2008-2011).

- On releve une tendance a la diminution des taux de vins qualifiés de bouchonnés par les
dégustateurs.

- Les analyses réalisées sur les vins en D (avec défaut) et vin D bouchonnés confirment
les déviations organoleptiques observées et mettent en évidence une contamination
majoritairement due aux bouchons

- Les analyses révelent une nette baisse des valeurs de TCA trouvées dans les vins par
rapport aux études précédentes, pour les différents types de bouchages (aggloméré,

naturel et colmaté).

- Le suivi des taux de TCA dans le bouchon semble révéler une stabilisation au cours des
dix derniéres années.

- Il reste encore quelque 1.93 % d’échantillons bouchonnés dans le cadre des contrdles
SAQ.
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OBSERVATOIRE DES MATIERES SECHES :
BILAN INTERMEDIAIRE APRES 2 ANS D’EXPERIMENTATION

Catherine CHASSAGNOU, Jean-Christophe CRACHEREAU,
Véronique RAFFESTIN-TORT
Chambre d'Agriculture de la Gironde, Service Vigne et Vin,

Vinopole Bordeaux-Aquitaine
39 rue Michel Montaigne - CS20115 - 33295 BLANQUEFORT CEDEX

1. INTRODUCTION

La mise en bouteilles et les propriétés des obturateurs utilisés sont 2 éléments clés
permettant de préserver toutes les qualités d’un vin au cours de sa conservation en bouteilles.

Bien que le bouchage classique en liege soit encore majoritaire dans le bordelais, les
nouveaux types de bouchons issus de procédés industriels (techniques, synthétiques, capsule a
vis...) sont en plein développement.

Afin de répondre au manque de références sur ces derniéres générations de bouchons mis
sur le marché, en particulier vis-a-vis des transferts d’oxygeéne inhérents a chaque type
d’obturateur, 1’observatoire des matieres seches a été mis en place en 2010 par le CIVB et le
Service Vigne et Vin de la Chambre d’ Agriculture de la Gironde. L objectif de ce projet est triple :

* acquérir des données techniques exhaustives et représentatives des types d’obturateurs

commercialisés au niveau de leurs performances d’obturation,

« garantir la protection de la typicité des vins de Bordeaux en lien plus particulierement

avec les transferts d’oxygene,

* suivre I’évolution du marché des bouchons.

Ce projet a été mis en place sur la période 2010-2014. 11 est suivi par un comité de pilotage
réunissant les professionnels de la filiere vitivinicole. Les résultats intermédiaires (2010-2012)
sont présentés dans cet article.

2. MISE EN PLACE DES ESSAIS ET OBTURATEURS CHOISIS

Dans le cadre de ce projet, 2 volets ont €té¢ mis en place. La premiére phase a permis de
caractériser les performances (dont la perméabilit¢ a 1’O2) de 50 différents obturateurs,
représentatifs de 80 % du marché bordelais.

La seconde phase a pour objectif de déterminer I’influence de I’obturation sur I’évolution

d’un vin. Létude porte sur 24 modalités parmi celles étudiées lors de la premiere phase
(Tableau 1) et suivies pendant 4 ans (2010-2014).
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L'approche retenue permet d’étre représentative des conditions réelles du marché. Les
¢chantillons ont été prélevés directement sur les sites d'embouteillage aupres du négoce et de
différents viticulteurs et n’ont pas été fournis par les bouchonniers.

Le vin embouteillé est un Bordeaux rouge millésime 2008. La mise en bouteilles a été
effectuée sur le site de conditionnement d’une société de négoce en février 2010. Les conditions
sont ainsi maitrisées et identiques pour tous les lots de bouchons. Les bouteilles sont conservées
en position couchée dans un local exempt d’aérocontamination.

Les bouteilles utilisées sont de type bordelaise répondant a la norme verriere NF EN 127-
26. Le diametre des goulots des bouteilles a été vérifié selon la norme ISO 2859-1, et ceci pour
chaque numéro de moule. Les bouteilles non conformes (20 % des 276 bouteilles testées) ont
été écartées de 1’étude.

Types d’obturateurs 1% phase 2°™ phase
Naturels (45 et 49 mm) 11 4
Synthétiques (38, 40 et 45 mm) 9 5
Technigues 1+1 (40 et 45 mm) 6 3
Technologiques micro-agglomérés (38, 45 et 49 mm) 4 3
Colmatés (45 et 49 mm) 12 4
Agglomérés (38 et 45 mm) 5 2
Capsules a vis 3 3

Tableau 1 : Nombre de modalités de 1’¢tude (1ére phase : caractérisation des performances
des obturateurs et 2éme phase : influence de I’obturation sur I’évolution d’un vin)

3. PROTOCOLES DE SUIVI

Les modalités étudiées au cours de la 2éme phase ont été soumises a un protocole
analytique avant et apres embouteillage (Tableau 2).

Avant mise en bouteilles Aprés mise en bouteilles
(1% phase) (2°™ phase)
Suivi de 'oxygéne Mesures d’O. sur bouteilles vides inertées | Mesures d’O» dans I'espace de téte et de 'oxygene
a l'azote (40 modalités durant 3 mois) dissous dans le vin (24 modalités durant 3 mois)

Controles physiques/mécaniques avant
mise + haloanisoles/halophénols sur les Contréles bouchage a 12, 24, 36 et 48 mois
lots de bouchons

Analyses
bouchons/bouchage

Suivis SOz L, SO» T, CO; et étude de la couleur (L, a*

Analyses cenologiques Caractérisation du vin de base etb*) a1, 3,12, 24, 36 et 48 mois

Dégustations Analyses sensorielles a 12, 24, 36 et 48 mois

Tableau 2 : Suivis réalisés tout au long de I’étude

4. RESULTATS ET DISCUSSIONS
4.1. Suivi de la perméabilité des obturateurs a I’oxygéne
Lors du conditionnement, le vin subit de multiples opérations au cours desquelles de

I'oxygene est susceptible de pénétrer dans le vin et d'y étre dissous. Par la suite, I’oxygeéne qui
pénetre au travers de I’obturateur joue un role trés important sur I’évolution du vin (Figure 1).
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Une fois I'oxygene prisonnier de la bouteille, le vin va progressivement le consommer.
Dans un premier temps, 1'oxygene dissous introduit avant et a la mise en bouteilles va réagir. Le
plus souvent, le SO», protecteur du vin, est le premier touché. Sa baisse entraine la diminution
de son role d'antioxydant et d'antiseptique. Puis un équilibre s’établit, en fonction de la
perméabilité de I'obturateur, avec des conséquences plus ou moins favorables a la qualité du vin.

Avec une pénétration d'oxygene lente et continue, 1'évolution peut étre trés positive. Mais
cette évolution, si elle est trop brutale ou trop intense, peut conduire a un vieillissement prématuré
ou a une oxydation dénaturant profondément le vin.

Dans le cadre de cette étude, le matériel utilisé pour les mesures d’O: est le systeme

Presens. Cet analyseur, associé¢ a un couple « sonde-senseur », fonctionne sur le principe de la
luminescence.

ryaens pu Irnusrs

Ompgene do eegiatn de Wity
s b st ik e

Chrppen dsoun
P air jEnAerd & e

Figure 1 : Voies de pénétration et de consommation de l'oxygene dans le vin embouteillé

4.1.1. Suivi avant mise en bouteilles sur bouteilles inertées (1ére phase)

La pression partielle en O, mesurée dans les bouteilles apres bouchage (Figure 2) de 40
modalités (8 bouteilles par modalité, préalablement inertées a 1’azote) est représentée sur la
Figure 3.

Figure 2 : Mesure de 1’oxygeéne sur bouteilles inertées par le systéeme de sonde Presens
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On observe rapidement 1’effet du bouchon sur la pression partielle en Oz. C’est sa seule
perméabilité qui détermine la quantité d’O2 qui pénetre et sa vitesse de pénétration.

De fagon générale, ce sont les bouchons Naturels, Colmatés et Agglomérés qui laissent
passer le plus d’oxygene. Viennent ensuite les bouchons Synthétiques, les 1+1, les Capsules et
enfin les Technologiques. Ces résultats permettent de distinguer 2 grands types de cinétiques de
diffusion.

La cinétique « en 2 temps » : pénétration rapide et réguliere dans les 8 premiers jours
puis beaucoup plus lente les jours suivants (bouchons Naturels, Colmatés et Agglomérés). La
perméabilité plus importante de ces bouchons s’explique par la structure du liege. Le colmatage
des lenticelles du bouchon, diminue la perméabilité a 1’02 des bouchons Colmatés.

La cinétique « constante » : pénétration beaucoup plus lente et constante durant toute la
durée des mesures (Capsules a vis, 1+1, Technologiques et Synthétiques).

Ces résultats doivent cependant étre relativisés. En effet, les courbes obtenues sont des
moyennes de plusieurs obturateurs ce qui lisse les hétérogénéités au sein d’une méme classe de
bouchons.

Suivi de la PP O, par type d'obturateurs
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Figure 3 : Evolution de la pression partielle en O> (PP O2) par type d’obturateur

La plus grande étanchéité est obtenue par les obturateurs Technologiques micro-
agglomérés. apport en oxygene a travers le bouchon est dispensé¢ de maniére contrdlée et
régulicre. Cette perméabilité est en outre beaucoup plus homogene, c'est-a-dire équivalente pour
tous les bouchons d’un méme lot.

A ’opposé, on trouve les bouchons Naturels. Leur perméabilité est dans I’ensemble « assez
importante », mais c’est surtout par leur hétérogénéité, entre lots et au sein d’un méme lot, qu’ils
se distinguent des autres types d’obturateurs (Figure 4). Le choix visuel du bouchon ainsi que sa
hauteur influencent fortement la perméabilité.
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Suivi de la PP O, ; Bouchons Naturels
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Figure 4 : Evolution de la pression partielle en Oz (PP Oz) pour les lots de bouchons Naturels

En ce qui concerne les autres types d’obturations, plusieurs éléments sont a retenir. Le
colmatage des bouchons Colmatés diminue effectivement la perméabilité de ceux-ci par rapport
aux obturateurs Naturels. Cela ne modifie cependant en rien I’hétérogénéité du matériau naturel
qu’est le liege. La comparaison des 2 autres types de bouchons Agglomérés (1+1 et Techno-
logiques) par rapport aux Agglomérés traditionnels, révele une nette diminution de leur
perméabilité : diminution de pres de 90 % de la perméabilité pour les bouchons Technologiques,
un peu moins pour les bouchons 1+1.

4.1.2. Suivi apres mise en bouteilles (2¢éme phase)
La Figure 5 représente I’évolution de la quantité d’O; total par type de bouchon apres mise

en bouteilles. La quantité d’O: total comprend la quantité d’O. gazeux présent dans 1’espace de
tete et la quantité d’O. dissous présent dans le vin.

Suivi de 1'0, Total par type d'oblurateurs
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Figure 5 : Evolution de la quantité d’oxygéne total aprés mise en bouteilles
(moyennes des différents lots)
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On observe que, quelque soit le type de bouchons, la quantité d’O: présente dans la
bouteille diminue.

Les dosages de SO libre et total réalisés en parallele de ce suivi oxygene montrent qu’il
existe une trés bonne corrélation entre la quantité d’O: total a la mise en bouteilles et la
diminution du SO: total sur les 30 jours suivants (a raison d’1 mg d’O: pour 4 mg de SO»). Au-
dela d’un mois, la perte en SO est beaucoup moins significative. Les obturateurs qui sont le
plus perméables présentent la plus forte perte en SO2 les 2¢me et 3¢me mois (Naturels et
Agglomérés).

4.2. Analyses bouchons/bouchage
4.2.1. Analyses sur les bouchons avant mise en bouteilles (1¢ére phase)

Une série de tests (dimensions, humidité, forces d’extraction, poussiéres et pression
d’étanchéité liquide) basés sur la norme NF B 57 101 a été effectuée sur les lots de bouchons
présentés dans le Tableau 1. Des analyses complémentaires a la norme ont également été¢ mises
en ceuvre (absorption, masse volumique, examen sensoriel...).

De maniere générale, les parametres physiques et mécaniques testés donnent des résultats
conformes, que ce soit sur bouchons Naturels, Colmatés ou alternatifs au liege. Toutefois, 2
points méritent d’étre signalés :

Cas particulier du choix visuel :

Il existe un décalage fréquent entre le choix visuel annoncé par le fournisseur et le choix
réel vendu. Le Tableau 3 résume cette constatation.

Ainsi, on peut voir qu’au sein d’une méme qualité, on retrouve des qualités inférieures et
supérieures en distribution a peu pres gaussiennes sur les 3 premiers lots et des décalages parfois
beaucoup plus importants comme sur le lot 53.

Lots Qualité annoncée Qualité effective

Lot 1 2 15 % de 1°° /60 % de 2™ / 25 % de 3°™
Lot 4 3 20 % de 1°° /50 % de 3°™ / 30 % de 4°™
Lot 10 3 8 % de 2" / 66 % de 37 / 26 % de 4™
Lot 11 3 77 % de 3°™ / 23 % de 4°™

Lot 30 Qualité non définie 2/3 de 2"/ 1/3 de 3°™

Lot 32 3 15 % de 2™ / 85 % de 3°™

Lot 36 Qualité non définie 40 % de 3°™ / 60 % de 4°™

Lot 37 1 50 % de 1°° / 50 % de 2™

Lot 44 1 50 % de Sup / 50 % de 1°°

Lot 53 2 50 % de 3°™ / 50 % de 4™

Tableau 3 : Qualité annoncée et effective des lots de bouchons Naturels
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Cas particulier des haloanisoles :

10 lots de bouchons Naturels, 12 lots de Colmatés, 5 lots d’ Agglomérés, 6 lots de bouchons
1+1 et 5 lots de Technologiques micro-agglomérés ont été analysés par chromatographie en phase
gazeuse et spectrométrie de masse (GC/MS) afin de doser les haloanisoles relargables en ng/L.
En parallele, ces mémes lots de bouchons ont été analysés par GC/MS suite a une extraction
totale afin de doser les halophénols et haloanisoles totaux en ng/g.

La Figure 6 reprend les lots pour lesquels des concentrations en 2,4,6-trichloroanisole
(TCA, molécule responsable du « gotit de bouchon ») ont ét¢ dosées a des teneurs supérieures
aux spécifications suivantes :

TCA total en ng/g TCA relargable en ng/L
Rouge : > 5 ng/g = risque élevé Rouge : > 2 ng/L =risque élevé
Jaune : <5 et > 2 ng/g = risque moyen Jaune : <2 et>1 ng/L = risque moyen
Vert : <2 ng/g = risque faible Vert : <1 ng/L = risque faible

TCA
TCA Total ng/g de bouchon TCA relargable ng/L de vin

Technologique (3

Naturel (10)

Colmaté (12)

1+1 (6)

Aggloméré (5)

0% 20% 40% 60% 80%  100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 6 : Présence de TCA dans les bouchons en liege naturel ou a base de liege

La vision comparative des 2 méthodes d’analyses nous conduit a constater qu’il n’y a pas
de relation directe entre elles. De plus, ce ne sont pas les mémes bouchons qui ont ét¢ analysés
par les 2 méthodes mais des bouchons différents issus de chaque lot.

Seuls les bouchons Technologiques sont exempts de TCA quel que soit le lot analysé. Les
bouchons Agglomérés sont généralement pollués par cette molécule. L écart entre les 2 méthodes
est tres marqué pour les bouchons 1+1. Ceci peut s’expliquer par la nature méme de ces
obturateurs composés de 2 rondelles de liege naturel et d’un manchon en aggloméré.

4.2.2. Analyses apres 12 et 24 mois de stockage (2éme phase)
Pour chacune des périodes considérées et pour chacun des obturateurs, 12 bouteilles sont
analysées selon les parameétres classiques de contréle de mise : niveau de remplissage, repérage

des bouteilles couleuses et examen du bout externe des bouchons.

Aucun de ces examens sur bouteilles obturées ne permet de mettre en évidence d'anomalie
aussi bien a 12 mois qu'apres 24 mois de stockage.
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Apres extraction des bouchons, 1'absence de défauts est reconnue a 12 mois pour tous les
obturateurs.

Malgré des conditions de stockage optimales pour 1'ensemble des modalités, a 24 mois,
des remontées capillaires plus ou moins importantes sont observées :

* pour 1 lot de bouchons Naturels sur les 4 mis en ceuvre,

* pour 3 lots de bouchons Colmatés sur 4,

e pour les 2 lots de bouchons Agglomérés.

Les autres modalités (Synthétiques, Technologiques et 1+1) sont exempts de défauts.

Cas particulier des forces d'extraction :

Sur chacune des 12 bouteilles de chaque modalité, le test de forces d'extraction est réalisé
(Figure 7).

Evolution des forces d'extraction au cours du temps
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daN
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Figure 7 : Evolution des forces d’extraction au cours du stockage

Au sein de chaque « famille » d’obturateurs, les forces d’extraction sont hétérogenes
(Figure 6). Par exemple, a 12 mois, les bouchons Synthétiques A et D présentent des résultats de
forces d’extraction au-dela des valeurs communément admises alors que les bouchons M
présentent des forces d’extraction correctes.

Ce test a également permis de mettre en évidence des hétérogénéités a I’intérieur méme
d’un lot avec des variabilités de forces d’extraction parfois importantes.

Il est également a noter 1’évolution des forces d’extraction au cours du temps avec des lots
de bouchons hors norme a 12 mois et dont les résultats diminuent pour tendre vers des valeurs
satisfaisantes (lots A et D) a 24 mois. Inversement, certaines forces d’extraction ont tendance a
augmenter au cours de cette période de stockage (lots S et W).
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4.3. Analyses cenologiques et dégustations apres 12 et 24 mois de stockage

Pour la partie analyses cenologiques et dégustations, les graphiques suivants illustrent le
niveau de performance de chaque lot de bouchons (rapporté au pourcentage du nombre de lots
étudiés pour chaque famille d’obturateurs). Pour chaque type d’obturateurs, le nombre de lots
suivis est indiqué entre parentheses. Les barres vertes représentent des niveaux satisfaisants, les
jaunes des niveaux moyens et les rouges des niveaux mauvais.

4.3.1. Préservation du SO: et de la couleur

La Figure 8 représente la synthese des mesures de SO2 libre, SO2 total et de la couleur
(L, a*, b*) réalisées sur les 24 modalités de 1’essai.

Préservation du SO2 et de la couleur
Aprés 12 mois Aprés 24 mois

? Aggloméré (2) |

0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Technologique (3

Capsule a vis (3)
Synthétique (5)
141 (3) [

Naturel (4)
Colmaté (4)

Figure 8 : Préservation du SO: et de la couleur a 12 et 24 mois

Homogénéité de la préservation SO2 et couleur
Aprés 12 mois Aprés 24 mois

Capsule a vis (3)

Technologique (3)
Synthétique (5) |

Aggloméreé (2)
Colmaté (4)
1+1 (3)
‘ ‘ ‘ - - | Naturel (4) - - -
0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 9 : Homogénéité de la préservation du SOz et de la couleur a 12 et 24 mois

Les indicateurs représentant la préservation du SO: et de la couleur montrent de bons
résultats pour I’ensemble des bouchons Technologiques et les Capsules a vis (barres vertes). Ces
2 types d’obturateurs présentent aussi une trés bonne homogénéité au sein de chaque lot. Les
niveaux des autres obturateurs sont assez variables entre les lots de chaque catégorie. Au niveau
de I’homogénéité au sein des lots, certains lots de bouchons Colmatés, 1+1 et Naturels présentent
des hétérogénéités importantes (barres rouges).
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4.3.2. Analyse sensorielle

Lévaluation sensorielle a été organisée apres 12 et 24 mois de conservation, avec un jury
de dégustateurs professionnels du vin de la région bordelaise. Pour chaque dégustation, la série
de vins, constituée des 24 modalités, est dégustée suivant un protocole de service en carré latin
qui ¢limine les effets d’ordre des échantillons.

Les vins font I’objet d’une dégustation descriptive selon la méthode mise en place par le
Service Vigne et Vin de la Chambre d’Agriculture de la Gironde : commentaires de dégustation
sur des fiches ULISI-INRA, notation des descripteurs de 0 a 5, attribution d’une note globale
sur 20 pour juger de la qualité globale du produit et traitement statistique des résultats (Analyse
en Composantes Principales, profil sensoriel des vins...).

Les figures suivantes présentent la synthese des points essentiels.

Présence de réduction
Aprés 12 mois Aprés 24 mois
Aggloméré (2)
Colmaté (4)
Naturel (4)
Synthétique (5)
1+1 (3)
Capsule a vis (3) |
ITechnologique (3)
0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 10 : Evolution des notes de réduction a 12 et 24 mois

Présence d'oxydation ou d'évolution aromatique

Aprés 12 mois Apreés 24 mois

Technologique (3
Naturel (4)
Capsule a vis (3)
Colmaté (4)
Synthétique (5)
1+1 (3)

‘ ‘ ‘ ‘ i Aggloméré (2) | ‘ ‘ ‘ !
0% 20% 40% 60% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 11 : Evolution des notes d’oxydation ou évolution aromatique a 12 et 24 mois

Certains lots de bouchons Technologiques et de Capsules a vis semblent plutot favoriser
la réduction du vin (barres rouges, Figure 10). A I’inverse, plusieurs lots de bouchons Agglomérés
et Colmatés ont plutdt tendance a favoriser 1’oxydation ou 1’évolution de 1’arome (barres rouges,
Figure 11). Censemble des lots de bouchons Naturels a donné peu de réduction ou d’oxydation
(barres vertes). Enfin, les bouchons Synthétiques ou 1+1 présentent des lots favorisant la
réduction et d’autres favorisant I’oxydation.
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Au niveau de I’apparition d’un défaut aromatique, les bouchons Technologiques, 1+1 ou
Naturels présentent peu de mauvais gotits (sauf un lot de 1+1 qui a été jugé bouchonné sur les
¢échantillons dégustés apres un an). Sur les autres modalités un gotit étranger au vin (liégeux ou
plastique) peut apparaitre sur certains échantillons.

Préférences des dégustateurs
Aprés 12 mois Apreés 24 mois

Naturel (4)
[ | Technologique (3
Colmaté (4)
I Synthétique (5)
= | Capsule a vis (3)
‘ ‘ , ‘ ! Aggloméré (2) !

0% 20% 40% 60% 80%  100% 0% 20% 40% 60% 80%  100%

Figure 12 : Préférences des dégustateurs a 12 et 24 mois

La synthese de ces différents aspects donne une appréciation tres variable des lots de
chaque catégorie par les dégustateurs (Figure 12). Les bouchons Agglomérés ont donné un
mauvais jugement pour les 2 lots suivis et sont rejetés par les dégustateurs. Enfin, les autres types
de bouchons montrent des résultats tres différents en fonction des lots de bouchons.

5. PERSPECTIVES

Les données présentées précédemment sont des résultats intermédiaires et partiels et il est
encore trop tot pour tirer des conclusions générales. Ces résultats devront étre complétés par les
analyses et dégustations qui vont étre réalisées en 2013 et 2014 afin de confirmer le niveau de
performances de chaque obturateur.

De fagon générale, les premiers résultats confirment 1’importance de la qualité des
obturateurs sur 1I’évolution du vin, le choix d’un type de bouchage étant a effectuer en fonction
de la durée de vie du vin et de sa constitution de départ (en particulier de la teneur en polyphénols
et du niveau de sulfitage).

Cette é¢tude montre également I’importance capitale d’'une bonne maitrise des conditions
de mise en bouteilles et en particulier des apports d’oxygene. Cela devrait notamment inciter les
opérateurs a mettre en place des controles sur ces points critiques (respect d’un cahier des charges
maticres seches, contrdles avant achat et a la livraison, audits oxygene...).

Les résultats de cet observatoire pourront également inciter les fournisseurs de matiéres

seches a poursuivre leurs efforts qualitatifs afin d’offrir des produits conformes aux attentes et
aux besoins des producteurs de vins bordelais.
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Dans I’art de sentir les odeurs, indéniablement, la performance la plus élevée est la capacité
des sujets a extraire un trait olfactif pertinent des mélanges odorants. En terme scientifique, ce
traitement sensoriel est appelé « segmentation olfactive ».

La littérature relative a la perception des mélanges odorants présente généralement ces
capacités de segmentation comme une limite saillante du systéme olfactif. Chez les experts
comme chez les novices, la capacité a discriminer les composants d’un mélange serait limitée a
3 ou 4 au maximum (Laing et Francis, 1989 ; Livermore et Laing, 1996). Ces résultats semblent
condamner les possibilités de décrire la composition d’un vin ou d’un parfum et pourtant, il a
été démontré que les experts sont capables de percevoir les mélanges aromatiques de fagon
analytique, plus analytique d'ailleurs que des sujets novices (Le Berre, 2007). Face a la richesse
des mélanges aromatiques naturels dans notre vie quotidienne (tel que le vin) et donc a I'efficacité
des traitements physiologiques et cognitifs mis en jeu lors du traitement de I’information
olfactive, cette performance est déja intéressante. Ce qui nous semble le plus remarquable, c’est
la capacité que nous avons a nous focaliser sur un trait perceptif particulier. C’est justement sur
cette capacité que des dégustateurs professionnels jouent leurs compétences. On peut citer la
capacité des experts a déterminer la présence de défauts ou de caractéristiques qualitatives dans
un mélange complexe tel que le vin. Les parfumeurs ou aromaticiens utilisent aussi cette capacité
pour vérifier I’harmonie des accords olfactifs qu’ils proposent.

Cette performance olfactive peut impliquer aussi bien des phénomenes sensoriels (Goyert
et al., 2007) que cognitifs (Leberre et al., 2008 ; Rabin et Cain, 1989). Lors des dégustations de
controle ou de la recherche de défauts dans les vins, les capacités de segmentation des
dégustateurs ont une importance primordiale. Cette étude a pour objectif de mieux comprendre
les facteurs pouvant influencer les capacités de segmentation des dégustateurs.

INFLUENCE DE LA SENSIBILITE SUR CAPTITUDE A LA SEGMENTATION OLFACTIVE
Dans un premier temps, I’amplitude des différences inter-individuelles en termes de

segmentation a été évaluée grace a la mesure des seuils de détection de composés aromatiques
clés dilués dans le vin.
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Les seuils de détection ont été¢ déterminés grace a une série de tests de difficulté
décroissante et impliquant un choix forcé a chaque niveau. On parle de méthode ascendante et
de procédure d’essais 3-AFC (3 alternatives a choix forcé, procédure normalisée ISO 13301,
2002). A chaque niveau, on présente au participant, trois solutions : 1'une seulement contient le
produit a détecter, les deux autres sont des témoins ne contenant que le vin témoin. Chaque test
consiste apres flairage a déterminer : « Quel est de ces trois flacons celui qui sent
différemment ? ». Le participant doit obligatoirement indiquer une réponse sur une feuille
d'examen imprimée. Dix niveaux de concentrations croissantes séparées d’un facteur 2 et
préparées dans le vin, ont été présentés successivement. Le seuil de détection individuel est
déterminé en tenant compte des effets du hasard ou de fatigue olfactive (Wise et al., 2008). Ces
seuils ont été¢ exprimés en rang de dilutions. A la suite de I’application du protocole de
détermination des seuils de détection a notre échantillon de professionnels du vin, les
représentations graphiques des variations individuelles pour les 6 composés aromatiques ont
donc été établies (Figure 1).

Il a pu étre mis en évidence que les différences inter-sujets observées pour ces six composés
aromatiques sont de méme amplitude que celles déja observées pour la sensibilité olfactive
(facteur de dilution supérieur a 103) (Tempere et al., 2011). La sensibilité est le reflet de nos
capacités physiologiques périphériques, de l'efficacité de notre organe récepteur olfactif. Elle
correspond aux mémes mesures effectu¢es dans 1’eau.
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Figure 1 - Etude des capacités de segmentation : Distribution des seuils de détection mesurés pour
des stimuli dilués dans le vin (n = Nombre de sujets testés). Six composés ont été testés : les éthylphénols
(note animale, cuir), la whiskylactone (note boisée, noix de coco), les acides carboxyliques (note
butyrique), I’heptanoate d’éthyle (note fruitée, ananas), le 2,4,6-trichloroanisole (gott de bouchon) et la
(£)-géosmine (note moisie-terreuse). « 0 » correspond a des concentrations élevées : sujets ayant de faibles
capacités de segmentation. « 10 » correspond a des concentrations faibles : sujets ayant de fortes capacités
de segmentation.
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Une expérience complémentaire a été entreprise pour étudier I'implication de la sensibilité
dans la capacité de segmentation.

Les mesures dans le vin ont donc été mises en parallele avec celles des seuils de détection
dans I’eau (mesure de la sensibilité). L'analyse statistique (ANOVA factorielle) a permis de
démontrer I’influence de la sensibilité sur la capacité de segmentation (p <0,01) indépendamment
du composé testé (p > 0,05). Les sujets les moins sensibles (sujets hyposmiques ou anosmiques
spécifiques) ont des capacités de segmentation inférieures a celles des autres dégustateurs (test
post-hoc de Tukey). Cette donnée supplémentaire confirme I’importance pour chaque sujet de
connaitre ses points forts et ses points faibles en termes de sensibilité olfactive. Cependant, I'étude
des profils individuels démontre aussi que certains des sujets les plus sensibles & un composé
odorant peuvent rencontrer des difficultés a détecter celui-ci dans le vin (Figure 2). Le profil de
sensibilité individuel influe donc sur la capacité individuelle de segmentation, mais d’autres
facteurs sensoriels semblent modifier la capacité de segmentation.

Une des explications pourrait étre que la performance de segmentation est aussi influencée
par la composition du vin : on imagine alors des processus d’interactions perceptives, des effets
synergiques, des processus de masquage ou de fusion (accord aromatique).
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Figure 2 - Exemple de profils de détection d’un sujet. A. Mesure de détection dans I’eau = Sensibilité
du sujet. B. Mesure de détection dans le vin = Capacité de segmentation du méme sujet. Sur ces
diagrammes radiaux, un seuil de détection étiqueté « 10 » correspond a un sujet sensible ou ayant une
capacité de segmentation forte pour le composé correspondant. On présente ici un cas particulier illustrant
la difficulté de la tiche de segmentation olfactive : le sujet est sensible aux éthylphénols et aux acides
carboxyliques, mais ses capacités de segmentation sont proches de la moyenne pour ces deux composés.
A noter que les gammes de concentrations utilisées dans I’eau et dans le vin différent. En trait plein, la
performance individuelle. En gris, le profil moyen de I'échantillon étudié.

INFLUENCE DES INTERACTIONS PERCEPTIVES SUR LA SEGMENTATION
OLFACTIVE

Plus généralement les mécanismes d’interactions perceptives peuvent avoir un role
important dans ’appréciation de la qualité des vins. Par exemple, la capacité¢ de segmentation
des notes fruitées des vins peut étre modulée par la présence de défauts.

Lors d’une étude préliminaire, un vin exempt de tout défaut a été¢ dégusté par un jury de

27 sujets formés. Les résultats de dégustation ont été comparés a ceux pour le méme vin pollué
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a une concentration infraliminaire en éthylphénols (non détectable par les dégustateurs) et a une
concentration supraliminaire (perceptible par les dégustateurs). Les résultats démontrent que la
présence d’éthylphénols a forte concentration peut masquer la perception des notes fruitées des
vins. Ces résultats sont en accord avec différentes études antérieures (Chatonnet et al., 1990 ;
Gerbaux et Vincent, 2001 ; San-Juan et al., 2011). Mais, ils démontrent surtout que I’intensité
aromatique générale est également modifiée par la présence d’éthylphénols a une concentration
pourtant imperceptible (Figure 3).
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Figure 3 - Comparaison des notes de dégustation pour les critéres intensité aromatique générale,
intensité phénolée, intensité fruitée et intensité florale. Les résultats indiquent que la concentration la
plus faible en éthylphénols (ajout au vin témoin de 9 pg/l) n’est pas pergue par les dégustateurs mais
modifie la perception de I’intensité aromatique générale et la note fruitée. LCajout d’éthylphénols a une
concentration supraliminaire (perceptible par les dégustateurs — ajout au vin témoin de 932 ng/l) masque
les notes fruitées et florales. Significativité : Test de Kruskall-Wallis, * p < 0,05 et ** p <0,01.

De plus, dans une autre expérience, nous avons montré¢ que le rejet d’un vin contenant des
éthylphénols pouvait s’effectuer alors que leurs concentrations étaient inférieures aux capacités
de détection des sujets (Figure 4). Ce résultat met encore en évidence une modification de la
qualité des vins pour des concentrations infraliminaires en éthylphénols. Cette différence entre
le seuil de rejet et le seuil de détection est clairement significatif; elle est observée
individuellement pour 54 % des sujets.
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CARACTERISATION DES PHENOMENES DE MASQUAGE OLFACTIF

La seconde partie de ce travail vise donc a caractériser certaines interactions perceptives
connues altérant la qualité des vins et modifiant les capacités de segmentation des dégustateurs.

Lexemple développé ici est celui du masquage des notes fruitées par le 2,4,6-
trichloroanisole (TCA), marqueur du gotit de bouchon. Cet effet dans les vins est connu de la
profession. Une étude menée en 1996 a démontré qu’il n’existait pas de corrélation entre la
concentration en TCA dans les vins et le jugement des dégustateurs (Pollnitz et al., 1996). Cette
remarque semble souligner, comme vu précédemment pour les éthylphénols, qu’une modification
de la qualité aromatique des vins peut intervenir pour des concentrations en TCA en-dessous du
seuil de détection.

Un premier test triangulaire effectué¢ par 137 dégustateurs professionnels dont les
sensibilités au TCA et a I’heptanoate d’éthyle (composé a odeur fruitée) ont été mesurées, a
démontré que les dégustateurs étaient capables de percevoir une modification de la note fruitée
en présence de TCA a une concentration infraliminaire, et cela indépendamment des sensibilités
initiales (Figure 5). A noter que cet effet, bien que significatif, n’est pas pergu par 1’ensemble
des dégustateurs.
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Figure 5 - Tests sensoriels effectués afin d’évaluer si la présence du 2,4,6-trichloroanisole peut
modifier la perception de I’heptanoate d’éthyle. Apres avoir effectué la mesure des sensibilités des
sujets pour ces deux composés et afin de s’assurer que la 2,4,6-trichloroanisole est présenté a une
concentration infraliminaire et I’heptanoate d’éthyle a une concentration supraliminaire, un test triangulaire
prouve que celui-ci modifie la perception de la note fruitée de 1’heptanoate d’éthyle. 137 dégustateurs
ont participé a ce test.
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Une expérience complémentaire a permis de démontrer que la présence du TCA a une
concentration infraliminaire affecte les capacités de discrimination de la note fruitée chez les
dégustateurs.

Par ailleurs, a des concentrations supraliminaires ou pour des sujets sensibles, le TCA
semble masquer la note fruitée et rendre la tache de segmentation de ce caractere plus difficile.

Nos expériences ont donc permis de démontrer grace a différents tests psychophysiques
(tests de discrimination triangulaires, mesures seuils de détection ou mesures d’intensité pergue),
que les capacités de segmentation des sujets vis-a-vis d’une note fruitée pouvaient étre modifi¢es
en présence de TCA a une concentration supraliminaire et de maniére plus surprenante a une
concentration infraliminaire. Cette modification peut entrainer indirectement le rejet d’un vin,
une des caractéristiques qualitatives de celui-ci étant altérée.

Ces effets de suppression sont souvent observés pour des mélanges pour lesquels les deux
composés n’ont pas la méme valence hédonique (Ferreira, 2011). D’apres Rabin et Cain (1989),
I’influence du caractére hédonique (j’aime — je n’aime pas) serait extrémement pertinente dans les
produits alimentaires complexes, et pourrait expliquer pourquoi I'odeur de certains produits
complexes devient fortement réprimée par la présence de petites quantités de composés malodorants.

I1 était donc important de s’intéresser a I’origine de cette interaction perceptive. Ce travail
essaie de cerner l'origine de ces interactions mises en jeu dans la perception des mélanges
aromatiques : intermoléculaire, périphérique ou centrale (dans le verre, le nez ou le cerveau), avec
en perspectives, I’étude des différences de perception entre experts et consommateurs et la mise
au point de méthodologies d'entrainement olfactif pour augmenter les capacités de segmentation.

On notera que des analyses chromatographiques en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse ont permis de démontrer 1’origine purement sensorielle de ces
interactions et d’écarter la piste d’interactions physico-chimiques intermoléculaires au niveau
du vin dans le verre.

Afin de continuer notre investigation, la mise au point de différents protocoles est
nécessaire afin évaluer I’origine de ces effets sensoriels. Ces différentes expériences sont en
cours de validation.

Pour conclure, cette étude démontre la difficulté de prévoir les capacités de segmentation
d’un dégustateur. Celles-ci sont dépendantes de son profil de sensibilité, mais aussi de
phénomenes d’interactions perceptives. Ici comme ailleurs quand il s'agit de 1'odorat, il est donc
difficile de définir un sujet standard, méme dans une population d’experts. Toutefois, il apparait
également judicieux d’accepter cette diversité afin d’obtenir une image sensorielle la plus réaliste
(ou la plus compléte) d’un produit comme le vin, surtout, probablement, si on s'intéresse au
versant consommateur, qui présente les mémes variations interindividuelles.

C'est ainsi que ce travail cherche a comprendre et décrire les performances des dégustateurs
professionnels et s’inscrit dans le contexte des réformes de I’OCM et des dégustations de controle
pour une recherche constante de la qualité des produits. Au-dela, il permet a chacun de mieux se
connaitre d’un point de vue de ses capacités sensorielles et de comprendre les difficultés des
discours souvent divergents lorsqu’il s’agit de déguster un vin et d’en commenter les caracteres
olfactifs.
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S’ADAPTER AU CHANGEMENT CLIMATIQUE :
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94736 Nogent-sur-Marne Cedex
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UN CHANGEMENT MAJEUR

Le changement climatique est une réalité. On mesure déja, a I’heure actuelle, de 1égeres
modifications des caractéristiques du climat terrestre par rapport au début du XXeéme siecle :
augmentation de la température moyenne (de 1’ordre de +0.7°C en moyenne mondiale, de 1’ordre
de +1°C en France), montée du niveau de la mer (de I’ordre de +1.5 cm), baisse du manteau
neigeux (de I’ordre de -1 millions de km?), etc.

Le changement climatique va se manifester par une évolution rapide du climat en France.
L'évolution du climat des territoires frangais peut étre évaluée a partir des projections climatiques
internationales et nationales. Comme il n’est pas possible de prédire les émissions futures, celles-
ci se basent sur des scénarios, c'est-a-dire des évolutions possibles des émissions mondiales a
I’horizon de 2100. Le GIEC a ainsi construit dans les années 90 un ensemble de scénarios
contrastés, les scenarios d’émissions « SRES », pour servir de bases aux exercices internationaux
de simulation du climat.

Le scénario A2 est par exemple 1’un de ces scénarios, fréquemment pris comme référence :
il suppose une augmentation rapide de la population et de I’économie mondiales, 1’absence de
politique climatique, et une croissance forte des émissions de gaz a effet de serre, dans la ligne
des tendances actuelles. Les projections climatiques basées sur ce scénario prévoient en moyenne
une augmentation des températures de 1’ordre de 3°C a la fin du siecle. Cette augmentation peut
paraitre au premier abord relativement faible. Elle I’est, en effet, si on la compare aux variations
de températures journalieres, et aux variations de température entre les différentes saisons. Il ne
faut néanmoins pas se laisser tromper par ce chiffre, dont la signification concrete est fort
différente, le changement du climat englobant aussi de profonds changements dans les
précipitations et les extrémes météorologiques.

Une bonne illustration de cela provient du travail d’Hallegatte ef al. ' qui ont recherché les
analogues de quelques grandes villes européennes pour la fin du XXIeme siecle sur la base des

1 S. Hallegatte, J.C. Hourcade, et P. Ambrosi, « Using climate analogues for assessing climate change economic impacts in urban
areas », Climatic change 82, no 1 (2007): 47—-60.
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températures et des précipitations projetées par deux modeles climatiques pour le scénario
d’émissions A2. Avec cette méthodologie, et pour les simulations présentées sur les Figure 1 et
Figure 2 (le modele du Hadley Center et le modele de Météo-France, respectivement), on constate
ainsi qu'en 2100, suivant le modele climatique utilisé, Paris connaitrait un climat comparable a
celui de Cordoue actuellement, ou a celui de Bordeaux. Le climat de Marseille deviendrait proche
de celui de Cordoue également, ou d’un climat grec. Cette approche nous permet d'imaginer
plus aisément 1'adaptation qu’il faut envisager en France pour faire face au climat qui attend.

Figure 1 : Analogues climatiques en 2070, mode¢le du Hadley Centre, scénario SRES A2
(Source : Hallegatte, Ambrosi, Hourcade (2007))
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Figure 2 : Analogues climatiques en 2070, modele de Météo-France, scénario SRES A2
(Source : Hallegatte, Ambrosi, Hourcade (2007))
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LES CONSEQUENCES SUR LA SOCIETE HUMAINE

En quoi ce passage a de nouveaux régimes climatiques est-il grave ? Mis a part certains
cas extrémes (climats désertiques, par exemple), il est difficile de dire que certains climats sont
mieux adaptés que d’autres a I’homme. Pour reprendre I’exemple ci-dessus, il n’y a pas vraiment
de raison d’affirmer que le climat de Cordoue serait moins bon pour les parisiens que le climat
actuel de Paris. En revanche, les modes de vie, les infrastructures, les techniques agricoles y sont
fort différentes et adaptées aux climats locaux : c’est lorsque pour une raison ou pour une autre
on n’est pas bien adapté a son climat que les choses sont graves et que 1’on commence a étre
vulnérable. La canicule de 2003 est une trés bonne illustration de cela : ses dégats furent
extrémement importants a Paris, alors qu’il s’agissait de températures observées couramment
1’¢té dans le sud de I’Espagne, ou chaque été ne provoque pas de conséquences aussi tragiques.

Le véritable enjeu du changement climatique est ainsi de savoir comment la transition va
étre gérée. C’est comment passer de territoires adaptés a notre climat actuel a des territoires
adaptés au climat futur, et, ce, en quelques décennies.

L’ adaptation des activités humaines n’est pas simple, mais il faut bien stir imaginer que ce
ne sont pas uniquement les hommes qui vont devoir s’adapter : la faune, la flore, et plus
généralement les écosystémes qui nous entourent vont également avoir a le faire aussi. Il n’est
cependant pas évident du tout que ceux-ci y arrivent dans leur intégrité, vu la vitesse effrénée du
changement climatique actuel quand on le compare aux changements climatiques géologiques.
Les écosystemes fonctionnant de maniére tres intégrée, quelques disparitions d’especes sont
susceptibles d’entrainer des conséquences en chaine sur d’autres especes : ces changements, qui
peuvent étre de tres grande ampleur, sont extrémement difficiles a prévoir, et vont eux aussi
impacter les sociétés humaines, et sur des impacts directs des variations du climat.

C’est donc a ce double changement, changement du climat, et changement induit de
I’environnement, qu’il va falloir s’adapter.

AU-DELA DES ENJEUX TECHNIQUES, POURQUOI S’ADAPTER AU NOUVEAU
CLIMAT N’EST PAS SIMPLE ?

Toute la question va étre de savoir comment gérer la transition entre des activités et des
infrastructures basées sur notre climat actuel, et des activités et infrastructures adaptées au climat
futur. Plusieurs questions rendent la tache difficile.

La premicre question provient des enjeux techniques associés a cette transition. Je suis
loin d’étre un expert de ces sujets dans le cas de la vigne, mais j’imagine que de nombreuses
questions se posent : quelles nouvelles méthodes d’entretien des pieds ? de vinification ? Peut-
on garder les mémes variétés ? etc. Ces questions sont complexes, et nécessitent d’importants
travaux de recherche pour étre résolus.

Le message que j’aimerais transmettre, ici, est qu’au-dela de ces enjeux techniques, un
certain nombre de problémes généraux se posent, qui doivent étre pris en compte et rendent
I’analyse extrémement ardue. Ces problémes sont li€s au fait que, face a tout changement, le
grand défi est la gestion de I’inertie. On est vulnérable face a un changement si on n’arrive pas
a changer au méme rythme, ou a anticiper. Or faire face au changement climatique suppose de
modifier des infrastructures ou des modes d’organisation locale (spécialisation économique d’une
région, par exemple) qui ne changent pas du jour au lendemain. Il faut donc prendre le probleme
le plus en amont possible.
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Deux écueils rendent cela particulierement difficile. Tout d’abord, le climat évolue
progressivement. L' objectif n’est ainsi pas d’étre parfaitement adapté au climat qu’il y aura en
2050, ou en 2100, mais d’étre adapté tout au long du siecle a un climat sans cesse changeant, et
dont I’évolution continuera encore par la suite.

Le deuxieme écueil, c’est I'incertitude sur le climat futur, qui fait que méme si I’on sait
qu’il faut anticiper, on ne sait pas trés bien a quoi se préparer. Cette incertitude a deux causes
bien distinctes : d’une part notre connaissance imparfaite des mécanismes climatiques, et d’autre
part I’impossibilité de prévoir les émissions futures. La comparaison entre les figures 1 et 2 au
début du texte donne une bonne idée de I’incertitude due a notre connaissance imparfaite du
climat : elle illustre, pour un méme scénario d’émissions, les projections différentes faites par
deux modeles climatiques différents.

Quel choix faire, quand, aujourd’hui, il s’agit par exemple de prendre une décision sur un
investissement qui va porter sur plusieurs dizaines d’années ? Une solution est de privilégier un
principe de précaution : choisir de s’adapter systématiquement au pire des cas possibles. Ce
choix a un sens, mais est difficilement utilisable en pratique, car le colit en est souvent
extrémement éleveé, de méme que le risque de payer trop cher pour un résultat qui n’en valait pas
la peine. Un certain nombre d’autres solutions existent, qui permettent de s’adapter au
changement tout en réduisant au maximum le risque de cofits exagérés.?

IL EST CEPENDANT POSSIBLE D’AGIR

Un premier type d’actions possible, qui permettent de commencer a s’adapter au
changement climatique malgré toutes les difficultés que nous avons listées, vient de 1’idée que
nous ne sommes aujourd’hui pas parfaitement adaptés a notre climat actuel. Nous sommes ainsi
déja vulnérables a un certain nombre de problémes environnementaux : la biodiversité est
menacée par les conséquences de nombreuses activités humaines, I’eau est fréquemment
consommeée de maniere non durable, une fraction non négligeable de la population vit en zone
inondable etc. Une part importante des conséquences projetées du changement climatique
correspondent a une amplification de ces problémes déja existants : par exemple, la ressource
en eau va décroitre 1a ou aujourd’hui elle est souvent mal utilisée, ou encore, la fréquence des
inondations va augmenter dans un certain nombre de zones inondables a I’heure actuelle. Une
mesure d’adaptation simple, dans ce cas, consiste simplement a commencer par mieux gérer la
situation actuelle. C’est ce que I’on appelle une mesure « sans-regret », c’est-a-dire qu’elle est
bénéfique dans tous les cas, a court terme aussi bien qu’a long terme, et ce quelle que soit
I’ampleur future du changement climatique. Ce type de mesure n’est pas simple a mettre en place
(elles I’auraient déja été, sinon), et ne permettent pas de s’adapter a I’ensemble des impacts
climatiques, mais elles constituent une premiere étape efficace.

Un autre type de mesure consiste a réduire la durée de vie des investissements, et a tenter
d’éviter, autant que possible, ceux de longue durée. Un investissement dont on espere une
rentabilité sur 10 ans sera en effet moins affecté par les diverses évolutions possibles du climat
qu’un investissement dont on espere une rentabilité sur 20 ans ou plus. Dans le premier cas, au
bout de 10 ans, il sera en effet toujours possible de changer ou non ses pratiques suivant
I’évolution constatée du climat, ce qui est impossible dans le second cas.

2 Pour plus d’informations, voir S. Hallegatte, « Strategies to adapt to an uncertain climate change », Global Environmental Change
19, no 2 (2009): 240-247.
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Une troisieéme solution consiste a investir, lorsque 1’occasion se présente, dans les marges
de sécurité : lorsque s’adapter au pire des cas possibles, ou en tout cas a un scénario extréme,
peut se faire sans couter trop cher, il peut étre utile de le faire. Le colit en cas de surestimation
des impacts du changement climatique sera de toute fagon faible, tandis que le gain peut étre
extrémement important.

Enfin, il existe presque toujours de nombreuses manicres différentes de s’adapter au
changement climatique, les situations avec une unique solution étant extrémement rares. Il est
alors préférable, autant que possible, de favoriser les stratégies d’adaptation réversibles,
financieres ou institutionnelles, et qui permettent de revenir en arriére a moindre colt, aux
investissements dans des solutions technologiques cofliteuses et ou 1’argent, une fois investi, est
perdu. Lexemple le plus typique de ce type d’approche est I’augmentation du risque d’inondation
engendrée en de multiples endroits par le changement climatique. Il est possible, pour se protéger
de ce risque, soit de favoriser des plans d’occupation des sols restrictifs, interdisant d’aller
s’établir dans les zones qui deviendront potentiellement inondables, soit de construire des
ouvrages de défenses (digues). Le grand avantage de la premiére solution est que 1’on peut lever
les interdictions des plans d’occupation des sols si I’on s apergoit a I’avenir que 1’on a surestimé
le risque, tandis qu’une fois la digue construite, il est impossible de revenir en arriere.

Toutes ces mesures ont bien entendu un colit a court terme, et il n’est pas forcément simple
de les mettre en ceuvre. Réduire la durée de vie des investissements conduit a choisir des
investissements moins rentables. Investir dans les marges de sécurité n’est pas gratuit, et
n’entraine pas de gain a court terme. Les stratégies réversibles ne sont pas les plus simples a
mettre en ceuvre et a faire respecter etc. Ce colit doit cependant étre vu comme une assurance,
que I’on paye initialement mais qui limite les possibilités de pertes futures.

En conclusion, au-dela des problémes technologiques et agronomiques, la conception et
la sélection des mesures d’adaptation au changement climatique mettent en jeu des difficultés
spécifiques :

* Le changement climatique est un processus évolutif : il ne suffit pas de savoir comment

d’adapter a un climat nouveau, mais comment s’adapter a un climat sans cesse changeant

* Les caractéristiques exactes du climat futur ne sont pas connues avec grande précision,

et ne peuvent par nature pas 1’étre, puisqu’il est impossible de prévoir quelles seront nos
émissions de gaz a effet de serre futures. Les stratégies d’adaptation au changement
doivent explicitement prendre en compte cette incertitude.

Ces difficultés ne rendent cependant pas la tache impossible. Un certain nombre de moyens
existent pour prévoir des stratégies robustes, robustes face a une évolution en continu du climat,
et robustes face a plusieurs possibilités de climat pour demain.

Les échelles temporelles du changement climatique font que malheureusement il n’est pas
possible d’attendre beaucoup des retours d’expériences a posteriori et de I’apprentissage par la
pratique : nous sommes forcés d’anticiper ; attendre de voir quelles stratégies d’adaptation ont
marché ailleurs ne peut entrainer qu’une action trop tardive. La recherche, la planification de
long terme, 1’échange d’idées et les collaborations entre acteurs peuvent cependant faciliter ce
processus.
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ETUDE DES IMPACTS A LONG TERME DU CHANGEMENT
CLIMATIQUE ET DE LADAPTATION DE LA FILIERE
VITI-VINICOLE FRANCAISE - PROJET LACCAVE

Nathalie OLLAT! et Jean Marc TOUZARD?
LISVV-INRA, UMR EGFV « Ecophysiologie et Génomique Fonctionnelle
de la Vigne », 210 chemin de Leysotte, 33140 Villenave d’Ornon
2 INRA-Supagro, UMR « Innovations », place Viala, 34000 Montpellier

Plus que d’autres productions agricoles, la viticulture et I’ensemble de la filiére vinicole
frangaise devront faire face a ’enjeu majeur du changement climatique. Compte tenu de
I’importance socio-économique de cette filicre et des spécificités de la viticulture au regard du
climat, du territoire et de I’innovation technologique, I’INRA a jugé important de mettre en ceuvre
un nouveau programme scientifique pluridisciplinaire (« métaprogramme ») pour étudier les
impacts du changement climatique sur la culture de la vigne et la production de vin dans les
différentes régions frangaises, ainsi que les stratégies possibles d’adaptation. Ainsi 23 laboratoires
de recherche frangais se sont associés pour relever ce défi et construire le projet LACCAVE
(figure 1). En lien avec les instituts de recherche-développement et les organisations
professionnelles, I’objectif du projet LACCAVE est de construire un savoir partagé sur la question
du changement climatique, ainsi que des données, des pistes de réflexion et des éléments de
décision pour mieux répondre a 1’enjeu de I’adaptation de la filiere au changement climatique.
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Figure 1 : liste des laboratoires impliqués dans le projet Laccave
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1 - CADRE GENERAL DU PROJET

Le changement climatique est en cours. Pour la fin du siecle, les différents scénarios
évaluent les conséquences de concentrations atmosphériques en CO: entre 540 et 950 ppm.
Laccroissement moyen de la température de surface est estimé, d’apres les simulations réalisées
pour le 4éme rapport du GIEC, dans la fourchette de 1,8 a 4° C entre 1980-1999 et 2090-2099.
Les prédictions sur la pluviométrie sont plus incertaines, mais elles font état d’une légere
augmentation de la moyenne annuelle, avec une tendance a la diminution en période estivale
dans les zones tempérées de moyenne latitude, qui serait nettement plus marquée autour du
pourtour méditerranéen. En plus de ces variations de climat moyen, il est vraisemblable que le
changement climatique s’accompagne d’un accroissement de la variabilité temporelle et spatiale
et des extrémes.

Méme si tout doit étre mis en ceuvre pour les éviter (notamment par le contrdle des
émissions de gaz a effet de serre), les déréglements climatiques projetés sont probables en raison
de I’inertie du systeme climatique et des engagements encore limités des pays. [’adaptation sera
donc nécessaire, inévitable. Celle-ci doit €tre envisagée comme un complément désormais
indispensable aux actions d’atténuation (réduction des €émissions). [’adaptation au changement
climatique peut se définir comme I’ensemble des actions contribuant a ajuster les systémes
naturels ou humains en réponse a des phénomenes climatiques, afin d’atténuer leurs effets
néfastes ou d’exploiter leurs effets bénéfiques. Car si le réchauffement climatique induira des
colts pour la société, il entrainera également des opportunités qu’il s’agira de saisir
(www.clermont.inra.fr/adage).

C’est pourquoi I’'INRA a mis en place une opération de structuration transdisciplinaire de
ses recherches, dénommée Métaprogramme ACCAF (Adaptation au Changement Climatique
des AgroSystemes et de la Forét), dont 1’objectif est d’évaluer les risques associés aux
événements climatiques extrémes et de définir des stratégies visant a anticiper et pallier les
impacts de crises climatiques. il s’agit plus particulierement : de prévoir (avec une quantification
des incertitudes associées) les impacts régionaux du changement climatique sur I’agriculture et
les écosystemes diversement anthropisés, ; de comprendre et de maitriser les principaux effets
du changement climatique sur les dynamiques de la biodiversité (aires de répartition des especes,
ressources génétiques) et de la santé (espeéces invasives, bioagresseurs, maladies) des
écosystemes ; d’adapter des especes cultivées ou domestiquées aux modifications du climat et
de la composition de 1’atmosphere (COz) et de renforcer la capacité d’adaptation des systémes
de production et des filieres ; de développer des technologies innovantes de 1’adaptation
compatibles avec la réduction des émissions et le renforcement des puits de gaz a effet de serre ;
d’identifier les cotts et les bénéfices de mesures d’adaptation acceptables au regard d’autres
enjeux (compétitivité économique, biodiversité, ressources en eau et en sols, criteres de qualité
fixés par I’aval) ; de définir des modes d’organisation collective (gouvernance des territoires,
assurances, formation, innovation, valorisation) susceptibles de renforcer la capacité d’adaptation
de I’agriculture et de la forét au changement climatique
(http://www.inra.fr/les_recherches/metaprogrammes/adaptation_au_changement_climatique_de_
1_agriculture_et_de_la_foret).
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2 - QUE SAIT-ON DEJA SUR LA VIGNE ?

La culture de la Vigne (Vitis vinifera) est contrainte a une gamme climatique étroite et par
conséquent est particulierement sensible aux changements climatiques (CC), avec des effets
potentiels sur le rendement, la qualité et la viabilité économique (Jones et al. 2005). Depuis que
la vigne est cultivée, des régions de production spécifiques ont été établies dans des zones
climatiques précises. En combinaison avec des variétés et des pratiques culturales déterminées,
les conditions climatiques ont joué un role décisif dans le développement de vins typiques
(Schultz et al. 2010). Conjointement avec d'autres parametres de 1’environnement, les
caractéristiques climatiques ont été utilisées au fil du temps pour délimiter pratiquement et
juridiquement ces régions ou « terroirs ». En France, le systeme d'appellation est allé plus loin
en ajoutant a la définition juridique des régions viticoles, des réglements pour les pratiques et
les variétés. Au sein des productions agricoles, la viticulture francaise a développé des relations
trés particuliéres et codifiées avec les espaces géographiques d’une part, et la technologie d’autre
part. Elle est a cet égard emblématique et représente un agro-systeme modele pour analyser les
impacts du changement climatique et étudier des stratégies d’adaptation (Seguin, 2010).

Plusieurs auteurs (Schultz 2000, Brisson et Levrault 2010, Garcia de Cortazar Atauri 2006,
Pieri 2010) montrent que le CC aura un impact majeur sur la phénologie de la vigne. En raison
de I’augmentation des températures, une avance de 20 a 40 jours pour tousles stades de
développement peut étre envisagée. Cette avance peut conduire de nouvelles régions situées au
Nord de la France a devenir favorables a la culture de la vigne. Par ailleurs le confort hydrique
des plantes serait réduit, avec des impacts négatifs principalement dans le Sud de la France, y
compris le Sud-Ouest. La maturation aurait lieu dans des conditions beaucoup plus chaudes
qu'aujourd'hui, avec des impacts majeurs sur la composition des baies et sur I’aptitude a élaborer
les types actuels de vins (Duchéne et al. 2010). De plus, la variabilité devrait augmenter, et les
interactions plante-pathogeénes seront modifiées (Pangga et al. 2011). Tous ces défis nécessiteront
des adaptations des viticulteurs, des producteurs de vin, des consommateurs et des décideurs.
Jusqu'ici, tres peu d'études ont été consacrées en France et a I’étranger a la capacité de I'industrie
du vin a s'adapter au changement climatique (Holland ez al. 2010).

La plupart des experts soulignent la complexité de la question du CC aux niveaux physique,
biologique, technique, social, économique et culturel, notamment pour la viticulture et la
production du vin (Jones et al. 2010). II existe une grande variabilité de situations au sein des
zones viticoles, en raison de la géomorphologie, de la couverture du sol, de la proximité des
étendues d’eau et des zones urbaines (Bois ef al., 2008). Les parametres environnementaux
(température, eau, CO., éléments minéraux) qui seront affectés par le CC agiront probablement
de maniére interactive. Leurs effets combinés a 1’échelle de la plante en tenant compte des
nombreuses combinaisons porte-grefte / greffon (caractéristiques de cette plante pérenne ligneuse
greffée) sont tres difficiles a prédire. La composition des fruits résultant de ces changements est
un enjeu majeur pour la viticulture. ’adaptation du matériel végétal, des pratiques culturales et
cenologiques sera déterminante (van Leeuwen et al., 2007, Ollat et al., 2011). La relocalisation
des vignobles peut également représenter une alternative. La capacité adaptative de la filiere viti-
vinicole va étre influencée par de nombreux facteurs économiques, sociologiques et 1égislatifs
et il faut obligatoirement envisager des stratégies différentes d une région a I’autre (Hinnewinkel,
2007). Par conséquent, des approches globales et pluridisciplinaires sont clairement nécessaires
pour proposer des solutions efficaces d'adaptation fondées sur la combinaison d'innovations
techniques, de stratégies de localisation et de changements institutionnels.
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3 -LE PROJET LACCAVE

Coordonné conjointement par un chercheur de Bordeaux et un chercheur de Montpellier,
le projet est structuré en 7 groupes de travail plus ou moins disciplinaires qui doivent
progressivement interagir entre eux, et développer des liens avec les Instituts de recherche-
développement et les organisations professionnelles. Laccave s’est également adjoint un Conseil
Scientifique International composé de 5 experts originaires de différents pays européens, Etats
Unis, Brésil, Afrique du Sud.

Le projet repose sur une analyse systémique de la problématique telle que représentée sur
la figure 2.
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Figure 2 : représentation systémique des éléments pris en considération
dans le projet Laccave pour étudier les impacts a long terme et 1’adaptation
de la filiere viti-vinicole frangaise au changement climatique

3-1 : Caractérisation et perception du Changement Climatique :

Ce groupe a pour objectif de rassembler et produire les connaissances de bases nécessaires
au bon déroulement du projet. Il doit fournir a partir des prévisions actualisées du GIEC des
prédictions régionalisées du climat a différentes échelles d’espace, et ce pour les différentes
périodes concernées (avant 2050, période 2050-2100). Par ailleurs, il vise a mieux évaluer la
perception qu’ont les différents acteurs de la filiere du Changement Climatique, et a définir les
parametres qui influencent cette perception. Cette information est capitale pour réfléchir au
processus d’adaptation. Finalement ce groupe doit contribuer a produire des synthéses des
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connaissances nécessaires a tous les participants au projet, sachant qu’ils viennent d’horizons et
de disciplines tres différentes. Une attention spéciale sera portée aux questions de I’évolution
des risques maladies.

3-2 : Bases physiologiques et génétiques de 1'adaptation de la vigne au changement
climatique :

Ce groupe a pour objectif de mieux établir les réponses de la vigne aux parametres du
climat (CO, température, eau) et d’en identifier les déterminants génétiques qui contrdlent ces
réponses et les différences variétales (au niveau cépages et porte-greffes). La phénologie, la
croissance végétative, la consommation en eau, le développement des raisins et leur composition
(sucres, acides, composés aromatiques) seront plus particulierement analysés. Les conséquences
des modifications de la composition des raisins, mais aussi de la microflore du vignoble, sur
I’¢laboration des vins seront é¢galement é¢tudi¢es. Globalement ce groupe de travail va bénéficier
des recherches menées dans différents projets et en fera une synthese. Il ceuvrera a la mise en
réseau des dispositifs expérimentaux et a la définition de protocoles communs pour la
caractérisation du matériel végétal (phénotypage). Finalement il tentera d’intégrer les
connaissances acquises dans des démarches de modélisation qui permettront a terme de simuler
le comportement de la vigne dans des scénarii climatiques futurs.

3-3 : Tester des innovations technologiques pour I’adaptation au CC :

Ce groupe de travail a pour objectif de mettre au point et d’étudier les conditions techniques
de mise en ceuvre d’une gamme d’innovations qui pourraient permettre d’adapter la culture de
la vigne et 1’¢laboration des vins au changement climatique. Ces pratiques innovantes sont
relatives : aux procédés cenologiques et notamment a la manicre dont ils peuvent répondre aux
modifications attendues de la composition des raisins ; aux systemes de culture de la vigne sous
leurs différents aspects (densité de plantation, mode d’entretien du sol, taille, palissage, rapport
feuilles/fruits), y compris I’irrigation ; au matériel végétal en essayant dans un premier temps de
valoriser la diversité existante au niveau cépages et porte-greffes. Un des points clefs de ce groupe
de travail est de mettre en ceuvre une démarche de construction d’idéotypes variétaux sur la base
d’une analyse systémique des besoins, des possibles et du potentiel adaptatif du matériel végétal.

3-4 : Evaluer les innovations et stratégies spatiales dans les terroirs :

Ce groupe de travail a pour objectif d’évaluer a 1’échelle locale (petite région viticole,
bassin versant) 1’impact attendu du changement climatique en tenant compte des pratiques
viticoles, et les conséquences de la mise en ceuvre de pratiques adaptatives (technologiques,
relocalisation) sur la durabilité et la pérennité du vignoble. Des évaluations multicriteéres prenant
en compte la question de la typicité et des services écosystémiques (ressources en eau, protection
des sols) seront mises en ceuvre. Lévaluation de ’acceptation des pratiques adaptatives par les
acteurs sera également conduite a partir d’interviews larges sur des questions de terroir, de
typicité et d’impact environnemental, puis a partir de travaux de groupes sur les innovations, les
transformations et les adaptations possibles. Quelques vignobles seront plus particulierement
étudiés : Val de Loire (Coteaux du Layon et Saumur Champigny) ; Languedoc-Roussillon
(Roujan, Peyne, Banyuls).

3-5 : Evolution des stratégies économiques :

Le changement climatique va avoir un effet sur les cotts de production et sur la relation
entre qualité et origine géographique. Ces ¢léments sont déterminants pour la compétitivité des
entreprises de la filiere, a 1’échelle locale, mais aussi nationale et internationale. Le groupe de
travail a pour objectif d’étudier les effets du CC sur la stratégie des producteurs et des
consommateurs au sein de la chaine de commercialisation du vin, sur les processus de
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compétitions entre les régions viticoles et sur les réglementations au sein de la filiére viti-vinicole.
Comme il n’est pas envisageable d’analyser les conséquences économiques du changement
climatique de maniere exhaustive, les travaux seront focalisé€s sur ’analyse de la perception des
consommateurs vis-a-vis des changements attendus du profil des vins d’une région donnée, sur
les stratégies des producteurs et des entreprises associées en fonction de 1’évolution de la
demande des consommateurs et des colts de 1’adaptation et sur la compétition entre vignobles
régionaux a I’échelle européenne. Finalement les impacts potentiels du CC sur la réglementation
notamment en matiére d’indication géographique seront analysés.

3-6 : Gestion et analyse des informations :

Ce groupe de travail a comme objectif de réfléchir au développement d’un systeme
d’information pour la filiére viti-vinicole, en rassemblant les informations de différentes natures,
pré-existantes sur le sujet et issues du projet. Un état des lieux des outils bases de données
existantes et des besoins des participants au projet sera conduit. Par ailleurs des méthodes
d’analyses de données complexes et intégrées seront proposées aux participants.

3-7 : Construction de scénarios stratégiques pour 2050 :

Sur la base des démarches éprouvées de prospective, le groupe de travail doit construire
des scénarios stratégiques d’adaptation de la filiere viti-vinicole au changement climatique. Ces
scénarios doivent constituer a la fois un cadre de réflexion et de travail pour I’ensemble du projet,
mais aussi s’enrichir des résultats des différents groupes de travail du projet. Loriginalité de la
démarche repose sur le choix de partir de pré-scénarios basés sur 4 stratégies d’adaptation :
stratégie conservatrice qui tend a maintenir autant que faire se peut les choses en 1’état ; stratégie
mettant en avant des innovations techniques importantes afin de maintenir les vignobles en place ;
stratégie basée sur la délocalisation des vignobles en fonction de 1’évolution du climat ; stratégie
de déreglementation totale ou tout est possible partout. Une fois 1’exercice de construction des
scénarios réalisé, le groupe de travail les proposera a différentes régions viticoles comme base
de réflexion et de travail concernant les stratégies particuliéres a envisager pour chaque vignoble.
Il est bien entendu qu’aucune stratégie ne sera générale et que 1’adaptation se fera via un ensemble
de leviers qui sera spécifique a chaque situation. Le projet ne vise pas a proposer des solutions
clefs en main, mais des outils de réflexion qui devront servir a définir de nouvelles questions-
clefs de recherches et des recommandations pour les décideurs et les acteurs.

4 - QUID DES TRAVAUX A BORDEAUX ?

Cinq équipes de recherche bordelaise sont impliquées dans le projet Laccave et
développent des travaux en lien avec le changement climatique. Il s’agit des UMRs EGFV et
SAVE, des USCs OEnologie et Gaia! et de 1’Unité expérimentale Viticole INRA de Bordeaux.
Ces travaux regoivent des soutiens financiers de la part du CIVB et de la Région Aquitaine. En
premier lieu, les données issues du réseau de suivi de maturation géré depuis de nombreuses
années par ’USC d’oenologie seront analysées en profondeur afin de mieux identifier les effets
déja observés du CC dans notre région. Par ailleurs, suite a la these de Benjamin Bois, des travaux
sont conduits par ’'UMR EGFV en lien avec le laboratoire COSTEL de Rennes pour
cartographier le climat thermique a 1’échelle du vignoble de St Emilion, et a 1’échelle de
différentes propriétés en Médoc, Pessac-Léognan et St Emilion. Cette cartographie associée a
de la modélisation devrait permettre de connaitre les facteurs qui expliquent la variabilité du
climat a ces échelles, dans un objectif de valorisation de cette variabilit¢é comme parametre

! Gouvernance des Coopératives des Territoires, de 'Environnement et des Entreprises Agricoles
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d’adaptation au changement climatique. Des suivis phénologiques et de maturation sont associés
a la cartographie thermique, et s’accompagnent dans certains cas de microvinifications pour
¢évaluer les effets sur le vin (USC OEnologie). Une attention particuliere est également portée
au matériel végétal (greffon et porte-greffe) comme parametre d’adaptation au changement
climatique. Un important dispositif expérimental de terrain rassemblant 52 cépages de différentes
origines a été installé par ’'UMR EGFV sur le domaine expérimental de 'INRA, afin de mieux
évaluer leurs potentialités agronomiques et cenologiques sur le long terme en Bordelais. Les
suivis de phénologie et de maturation ont débuté depuis 3 ans. Les données sont conservées dans
une base de données VIT-PHE ¢élaborée dans ce cadre. Des travaux sont également conduits par
I’UMR EGFYV sur les porte-greftes et leur role dans 1’adaptation a la sécheresse de la vigne. Les
bases physiologiques et génétiques sont étudiées grace a une plateforme de 150 balances établie
pour induire des contraintes hydriques trés contrélées. Ces travaux devraient se poursuivre pour
explorer une trés large gamme de diversité génétique et vérifier les observations au vignoble. La
diversité génétique est €également étudiée a I’échelle des microorganismes par I’'USC OEnologie
afin de sélectionner des levures ayant des potentialités adaptées a la composition modifiée des
raisins. D’autres recherches conduites a EGFV visent a comprendre et a modéliser 1’effet de la
température sur le développement des raisins et I’accumulation des composés de la qualité.
Limpact du changement climatique sur les maladies de la vigne est une question centrale. CUMR
SAVE met en place des recherches qui auront pour objectif de mieux identifier les facteurs de
risques et comment se préparer a y faire face. Par ailleurs 1’étude des conséquences économiques
du changement climatique sur la filiere viti-vinicole est au cceur de deux projets dont I’un vise
a étudier la réponse des consommateurs aux nouveaux types de vin qui pourront étre produits et
I’autre a étudier les impacts économiques des adaptations a mettre en ceuvre par les producteurs.
Ces projets sont conduits en collaboration par les USC Gaia, OEnologie et ’'UMR Aliss (Paris).

Enfin, sur commande de la Région Aquitaine, un ouvrage sur les impacts du changement
climatique en Aquitaine est cours de rédaction sous la direction du climatologue et membre du
GIEC, Hervé le Treut. Un chapitre y traitera spécifiquement de 1’agriculture et de la viticulture.
I1 devrait étre disponible en fin d’année 2013.

5 - CONCLUSIONS

Au cours du XXIeme siecle, la viticulture, comme le reste de 1’agriculture, devra faire
face a un enjeu majeur qu’est le changement climatique. Compte tenu de 1I’importance socio-
économique de cette filiere, il est important de se préparer le mieux possible a ces évolutions et
de mettre tout en ceuvre pour s’y adapter. Que ce soit au niveau national ou au niveau régional,
les chercheurs de différents organismes ont initié¢ des projets pluridisciplinaires et collaboratifs
pour mieux en évaluer les impacts et réfléchir aux adaptations possibles. Il est déterminant que
ces recherches soient menées en collaboration étroite avec les professionnels afin de répondre
au mieux a leurs interrogations et leurs attentes.
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RESUME

Le climat est un facteur majeur de la production viticole. Par conséquent, les viticulteurs
doivent faire évaluer leurs pratiques dans un climat changeant. Une meilleure connaissance des
exigences thermiques de la vigne peut étre obtenue grace a la modélisation. Avec de bons
modeles, il est possible de classer la précocité de la vigne, pour différents stades phénologiques,
sur des criteres objectifs. Une connaissance fine de la variabilité climatique dans la zone de
production des vins de Bordeaux permet d’optimiser I’encépagement en fonction des possibilités
thermiques offertes par le milieu. Enfin, le phénotypage d’un grand nombre de cépages permet
d’étudier le comportement de tous les cépages bordelais, mais aussi de cépages non cultivés dans
la zone de production des vins de Bordeaux. Ces travaux permettront de fournir des bases pour
une réflexion sur une éventuelle introduction de variétés nouvelles dans I’encépagement de
Bordeaux, a moyen ou long terme.
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INTRODUCTION

Les conditions climatiques ont un effet majeur sur le développement de la vigne, la
composition du raisin a maturité, ainsi que sur la qualité et la typicité du vin. Le climat varie
dans I’espace (chaque région viticole est caractérisée par des conditions climatiques moyennes
spécifiques) et dans le temps (il s’agit de 1’effet « millésime »). Jusqu’a il y a une vingtaine
d’années, la variabilité climatique inter-annuelle était considérée comme aléatoire. Depuis la fin
du XXe siecle, les statistiques montrent que les conditions climatiques évoluent vers des
températures plus élevées dans la trés grande majorité des régions du globe. Cette évolution n’est
évidemment pas sans conséquences sur la viticulture.

Malgré I’'importance évidente du climat sur la qualité du vin, il n’est pas possible de définir
des conditions climatiques optimales pour la production de vins de grande qualité. En effet, on
produit de grands vins dans des régions aux conditions climatiques tres diverses : la Moselle en
Allemagne, la Bourgogne, le Bordelais, les Cotes du Rhone, la Napa Valley en Californie, etc.
Pour comprendre I’effet du climat, il faut prendre en considération son interaction avec le matériel
végétal. Les cépages cultivés de 1’espéce Vitis vinifera varient considérablement dans leur
précocité. Lorsqu’un grand nombre de cépages est cultivé dans un méme endroit, leur maturité
s’étale sur plus de deux mois. On peut aussi quantifier la précocité d’un cépage par son besoin
en chaleur pour amener ses raisins a maturité : un cépage précoce a besoin d’une plus faible
quantité de chaleur pour atteindre la maturité qu’un cépage tardif. On constate que la production
de vins de grande qualité n’est possible que lorsque 1’époque de maturité du cépage cultivé est
en adéquation avec les conditions climatiques locales. Lorsque le cépage est trop tardif par
rapport aux conditions climatiques de 1’endroit dans lequel il est cultivé, les raisins ne peuvent
pas atteindre une maturité satisfaisante. IIs restent acides, peu sucrés et herbacés. Il est évident
qu’une telle composition du raisin est incompatible avec la production d’un vin de qualité.
Lorsque le cépage est précoce par rapport aux conditions climatiques locales, la maturité est
atteinte au cceur de I’été. Produits dans ces conditions, les raisins sont riches en sucres et peu
acides, et donnent des vins déséquilibrés qui manquent de fraicheur. On constate, par ailleurs,
qu’une maturation dans des conditions chaudes limite le potentiel aromatique du raisin. En zone
d’appellation, les viticulteurs ont toujours choisi des cépages dont la précocité est adaptée aux
conditions climatiques locales, pour que la maturité ne soit atteinte ni trop tot ni trop tard. Ceci
se traduit par une époque de vendanges qui a généralement lieu entre le 10 septembre et le
10 octobre dans I’hémisphere Nord, malgré la diversité des conditions climatiques des régions
viticoles réputées.
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Figure 1 - Evolution de la date du début des vendanges dans une propriété viticole du Bordelais
entre 1900 et 2012 (le Jour Julien 273 correspond au 30 septembre). La courbe correspond a la
moyenne mobile sur 10 ans.
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La phénologie de la vigne est en train d’étre modifiée par I’effet du réchauffement
climatique, méme si la généralisation de pratiques culturales accélérant la maturité y participe
¢galement. Cette modification a débuté il y a environ 25 ans et se traduit par une avance de la
date des vendanges d’une quinzaine de jours (Figure 1). Pour beaucoup de régions viticoles,
I’avance des dates de maturité a permis d’atteindre plus régulierement une excellente maturité
du raisin et s’est traduite globalement par une amélioration de la qualité des vins produits. Cette
amélioration est particulierement nette pour les vins produits a base de Cabernet-Sauvignon dans
le Bordelais et a base de Cabernet franc dans le Val de Loire. Historiquement, dans ces régions,
ces cépages ¢€taient cultivés a ’extréme limite septentrionale de leur zone de culture. Si la
tendance du réchauffement climatique se poursuit, il est possible que, dans certaines appellations,
I’époque de maturité de cépages traditionnellement cultivés devienne trop précoce. Ces cépages
pourraient alors quitter la fenétre optimale de I’époque de maturité. Ce risque est important pour
les cépages qui sont historiquement précoces pour la zone climatique dans laquelle ils sont
cultivés. Ceci est le cas, par exemple, du Sauvignon blanc a Bordeaux. Lorsque la maturité de
ces cépages sera régulierement atteinte au mois d’aott, les vins risqueront alors de manquer de
fraicheur et d’expression aromatique et leur qualité en sera diminuée. Pour continuer a produire
des vins de qualité qui expriment leur terroir dans un contexte de réchauffement climatique, les
viticulteurs peuvent tenter de retarder le cycle phénologique par une modification de techniques
culturales (taille tardive, augmentation de la hauteur du tronc, modification des opérations en
vert...) ou 'utilisation de porte-greffe a cycle plus long (420A). Il est également possible
d’adapter I’encépagement et d’évoluer progressivement vers des cépages dont 1’époque de
maturité¢ est plus tardive. Pour les régions viticoles qui ont aujourd’hui un encépagement
diversifi¢ et dont I’époque de maturité des cépages cultivés varie, cette évolution de
I’encépagement pourra se faire dans un premier temps a partir de ressources internes. A moyen
terme il pourrait étre nécessaire d’introduire des cépages plus tardifs, non autochtones, pour
maintenir la date de maturité a I’intérieur de la fourchette optimale, compatible avec la production
de vins fins. Le changement de I’encépagement semble étre une solution radicale et peut susciter
une appréhension. Cependant, il ne faut pas oublier que 1’encépagement de la plupart des
appellations a évolué dans le temps sans forcément altérer la notoriété de ces régions de
production. Jusqu’au milieu du XIXéme Siecle le Cot (ou Malbec) était un cépage important
dans le Bordelais et le Merlot était quasi inconnu. La disparition du Cot au profit du Merlot n’a
aucunement porté atteinte a la réputation des vins de Bordeaux.

Pour étudier I’adaptation de 1’encépagement aux conditions climatiques changeantes il est
utile de mieux connaitre et prévoir le comportement des différents cépages de ’espéce Vitis
vinifera face aux conditions climatiques, et en particulier les températures. La modélisation de
la phénologie est 1’outil qui permet d’atteindre cet objectif. Ensuite il est important de mieux
connaitre la variabilité spatiale du climat a ’intérieur de la zone de production des vins de
Bordeaux. Cela permettra d’affiner le choix du cépage a chaque endroit du département de la
Gironde. Enfin, il est utile d’étudier le comportement d’un grand nombre de cépages dans le
climat bordelais. Ce suivi fournira des données pour créer et valider les modeles de phénologie
et aussi d’accumuler des données sur leurs performances en terme de qualité et de typicité.

LA MODELISATION DE LA PHENOLOGIE

La phénologie traite de 1’influence des conditions climatiques sur le développement des
plantes et des animaux. Chez la vigne, des stades phénologiques importants sont le débourrement,
la floraison et la véraison. Le plus souvent on parle de mi-débourrement, mi-floraison ou mi-
véraison, lorsque 50 % des organes de la vigne ou de la parcelle ont atteint le stade en question.
La maturité est un stade qu’il est difficile de déterminer au jour pres. En effet, la maturité n’est
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pas un stade bien précis et sa définition dépend du type d’utilisation des raisins : la composition
du raisin a maturité n’est pas la méme pour faire un crémant ou pour faire un vin rouge de garde.
Comme la phénologie est fortement influencée par les conditions climatiques, il est possible de
modé¢liser (c'est-a-dire de prévoir) le moment ou une parcelle de vigne arrive a la mi-floraison
ou la mi-véraison. Ces modeles utilisent essentiellement les températures, car il est établi que la
phénologie est davantage déterminée par les températures que par la luminosité, les précipitations
ou la vitesse du vent (Chuine et al., 2000).

Plusieurs modeles existent pour modéliser la phénologie de la vigne : les degré-jours de
Winkler (Winkler et al., 1974), I’Indice de Branas (Huglin et Schneider, 1998) et 1’Indice
Héliothermique de Huglin (Huglin, 1978). Parmi ces modéles, le plus abouti est celui de Huglin,
car il propose une classification de la précocité des cépages, basée sur I’Indice Héliothermique
(Huglin et Schneider, 1998). Théoriquement, cette classification devrait permettre de choisir le
cépage le plus adapté en fonction des potentialités thermique d’un endroit, & condition de disposer
de données climatiques moyennes. Malgré un concept trés novateur pour 1’époque, une analyse
approfondie du travail de Huglin montre les limites de cette étude. La classification de la
précocité des cépages bordelais est incohérente : selon cette classification le Cabernet franc
devrait mirir avant le Merlot et le Sémillon en méme temps que le Cabernet-Sauvignon ! Nous
avons considéré qu’il était aujourd’hui possible de produire des modeles de phénologie et des
classifications de la précocité des cépages plus précis, en utilisant :

(1) un tres grand nombre d’observations de phénologie provenant de nombreux sites et

années,

(2) des données météorologiques associées de grande qualité et

(3) des algorithmes mathématiques sophistiqués et la capacité de calcul d’ordinateurs pour

les faire tourner.

Ce travail a été réalisé dans le cadre de la these d’ Amber Parker.

Données et modeéles testés

Plus de 4000 données ont été collectées dans des centres de recherches, des Instituts
Techniques, des Chambres d’Agriculture et des domaines privés. Les données provenaient de
123 sites, couvraient la période 1960 a 2007 et concernaient une centaine de cépages. Pour chaque
observation phénologique nous disposions de données climatiques quotidiennes collectées a
moins de 5 km de distance, avec un dénivelé de moins de 100 m. Quatre modé¢les ont été testés,
deux formes d’un simple modele de degré-jours, proche du modele de Winkler (appelé « Spring
Warming » ou « SW »), et deux modeles plus sophistiqués (« UNIFORC » et « UniCHILL »).
Un modele plus sophistiqué est potentiellement plus précis, mais nécessite aussi plus de
parametres d’entrée et est, de ce fait, plus difficile a utiliser. Pour tester la qualité d’un modele,
on peut tester son efficience (plus EF est proche de 1, plus le modele est performant), son RMSE
(il s’agit approximativement de I’erreur de prédiction en jours, qu’on souhaite le plus bas
possible) et son indice AIC (plus I’AIC est bas, plus le modele présente un rapport intéressant
entre la qualité de la prédiction et le nombre de paramétres nécessaires a faire tourner le modele).

Résultats de la modélisation
Le mod¢le « Spring Warming » s’est avéré le plus intéressant, car il affichait a la fois une
EF proche de 1, une faible erreur de prédiction et un faible indice AIC (Tableau 1). Le SW

consiste a sommer les températures moyennes quotidiennes au-dessus d’un certain seuil, a partir
d’une certaine date.
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Modgele: SW SW UniFORC UniCHILL
ty=1° janvier
Floraison
EF 0,80 0,75 0,76 0,79
RMSE 54 6,1 6,0 5,6
Véraison
EF 0,74 0,57 0,72 0,69
RMSE 8,0 10,2 8,2 8,7

Tableau 1 - Performances de quatre mode¢les testés pour prévoir la floraison et la véraison.

Une fois le modele « SW » sélectionné, il restait a déterminer la date a partir de laquelle
établir la somme thermique (#) et la température de base (Tb). Plusieurs # ont été testés entre le
Jour Julien 1 (premier janvier) et le Jour Julien 100 (8 avril). C’est le Jour Julien 60 qui a donné
les meilleures performances en terme d’efficience du modele (Figure 2). Plusieurs Tb ont été
testées entre 0 et 15°C. Ce sont de faibles Tb (inférieures a 4°C) qui ont donné les meilleurs
résultats, en termes d’efficience du modele en erreur de prédiction (Figure 3). Dans un souci de
simplification pour les utilisateurs potentiels, la Tb de 0°C, tres proche de I’optimum, a été
retenue. Le modele a été appelé « GFV » (Grapevine Flowering Veraison model) ; il consiste a
sommer les températures moyennes quotidiennes a partir du Jour Julien 60, c'est-a-dire le premier

mars (Parker et al., 2011).
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Figure 2 - Performances du modele « SW » en fonction du jour de I’année a partir duquel la

somme thermique est établie (DOY = Day Of the Year, ou Jour Julien)
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Figure 3 - Performances du modele « SW » en termes d’efficience en de RMSE, en fonction de
la température de base. Un bon modele possede un EF proche de « 1 » et un RMSE le plus faible

possible.

Validation

Le modele a été validé a partir de données indépendantes, c'est-a-dire des données qui
n’ont pas été utilisées pour la construction du modele. Cette étape est essentielle dans le processus
de modélisation, car elle permet de tester la généricité du modele. Dans 1’étape de la validation,
il doit y avoir une bonne concordance entre les données observées et les données prédites par le
modele. Le modele GFV a montré de bonnes performances au cours de la validation, qui a été
conduite pour plus de dix cépages. Un exemple de la validation est donné dans la figure 4, pour

les cépages Chardonnay et Merlot.
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Figure 4 - Validation du mod¢le GFV pour les cépages Chardonnay et Merlot. Les ronds pleins
correspondent aux données qui ont servi a créer le modele et les ronds ouverts correspondent

aux données de validation.
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ETUDE DE LA VARIABILITE SPATIALE DU CLIMAT DE BORDEAUX

Létude du climat est historiquement basée sur la comparaison de données issues de stations
climatiques. Le climat des régions viticoles était caractérisé par les données climatiques d’une
station de référence, souvent située dans la ville principale de la région (Gladstones, 1992). Cette
approche avait une double limite. D’une part, le climat du site d’implantation de la station de
référence est rarement représentatif de I’ensemble de la région : le climat de Mérignac n’est pas
représentatif du climat du vignoble de Bordeaux. D’autre part, cette approche ne permet pas de
connaitre une éventuelle variabilité du climat a I’intérieur d’une région viticole donnée. La
multiplication des stations climatiques automatiques et le progres de la technologie informatique
(en particulier I’avénement des Systémes d’Information Géographiques (S.1.G.) et des logiciels
de traitement d’images) permettent aujourd’hui d’étudier la variabilité spatiale du climat a
I’intérieur d’une région viticole. Une étude de la variabilité climatique de la zone de production
des vins Bordeaux, financée par le Conseil Interprofessionnel des Vins de Bordeaux (CIVB) a
montré que le climat de cette région est beaucoup plus variable qu’on ne I’imaginait auparavant
(Bois, 2007).

La variabilité spatiale des températures maximales dépasse 1,5°C dans le Bordelais.
Certains secteurs apparaissent comme plus chauds, soit parce que les températures minimales
sont plus élevées (Médoc, Blayais, ouest de 1’Entre-Deux-Mers), soit parce que les températures
maximales sont plus élevées (Pessac-Léognan, Graves, Sauternes) soit parce que les températures
minimales et maximales sont plus élevées (Saint-Emilion et Pomerol). Cette variabilité spatiale
du climat influence la date de maturité du raisin. Un écart de température moyen de 1,5°C peut
induire un écart de maturité de 1’ordre de 4 semaines. Il est clair qu’il est souhaitable d’adapter
I’encépagement au potentiel thermique d’un endroit donné dans la zone de production des vins
de Bordeaux : les secteurs frais sont mieux valorisés avec des cépages précoces et les secteurs
chauds avec des cépages plus tardifs.

Les facteurs qui agissent sur la variabilité du climat en Gironde sont multiples : distance
par rapport a 1’océan et a ’estuaire, le relief (altitude, exposition, pente), la proximité
d’agglomérations, la proximité du massif forestier situé¢ a 1’Ouest du département et le type de
sol. Il est trés probable qu’une variabilité significative du climat existe ¢galement a 1’intérieur
d’une appellation, ou d’un groupe d’appellations, avec des implications importantes pour la
gestion technique du vignoble (choix du cépage et du porte-greffe, choix de la méthode
d’entretien du sol, choix du systéme de conduite).

Un prolongement de I’é¢tude de Bois (2007) a démarré en 2012 sur le secteur du Libournais,
avec le soutien du CIVB, du GDON du Libournais, des Organismes de gestion des Appellations
impliquées et du Crédit Agricole. Il consiste a augmenter la densité des mesures de températures
d’un facteur 20 environ par rapport a I’é¢tude de Benjamin Bois (Figure 5). Létude climatique
spatialisée, a I’échelle retenue, est particulierement novatrice. Elle est aujourd’hui rendue possible
par I’émergence de nouvelles technologies, en particulier la miniaturisation des stations
automatiques a forte capacité de mémoire (plusieurs mois de stockage de données), les Modeles
Numériques de Terrain (MNT), les géostatistiques et les Systéemes d’Information Géographiques
(SIG). Les techniques développées pourront étre appliquées plus tard a d’autres appellations du
Bordelais. Outre la caractérisation du climat a échelle tres fine, cette étude permettra de tester la
validité des modeles de phénologie (et en particulier le modele GFV) a cette échelle. Pour ce
faire, la phénologie de la vigne est suivie sur 18 parcelles du réseau, en collaboration avec le
Conseil du Vin de Saint-Emilion. Ce réseau a montré en 2012 des écarts dans les dates de la mi-
floraison allant jusqu’a 10 jours et des écarts concernant la mi-véraison allant jusqu’a 18 jours.
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Répartition des 81 capteurs de température sur la région du Libourmnais
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Figure S - Répartition des capteurs de température installés dans la région du Libournais Est

ETUDE DE COMPORTEMENT D’UN GRAND NOMBRE DE CEPAGES
DANS UN CLIMAT CHANGEANT

En 2009, une parcelle de phénotypage d’un grand nombre de cépages a été implantée sur
le campus de la Grande Ferrade, a proximité de I’Institut des Sciences de la Vigne et du Vin,
avec le soutien du CIVB. Les objectifs de cette parcelle sont multiples :

- ¢étudier le comportement d’un grand nombre de cépages sur une longue période, dans un

climat changeant

- étudier la typicité de ces cépages pour évaluer I’opportunité d’introductions dans

I’encépagement bordelais

- fournir des données pour les travaux de modélisation

- fournir du matériel génétique parfaitement identifi¢ aux équipes de génétique et de

génomique fonctionnelle de I'ISVV.

Les cépages ont ét¢ choisis selon plusieurs criteres. Tous les cépages actuellement autorisés
dans la production des vins de Bordeaux sont présents ainsi que la grande majorité des cépages
les plus plantés dans le monde. Une attention particuliere a été portée a I’introduction de cépages
tardifs, et de préférence ayant une typicité proche des variétés bordelaises (comme par exemple
des cépages producteurs de thiols volatils pour les variétés blanches). Quelques variétés hybrides
sont également présentes dans la collection. Pour que les données générées par la parcelle
puissent étre exploitées statistiquement, chaque cépage est présent avec 5 répétitions. Le
phénotypage de la parcelle est le plus complet possible et comprend, entre autres, la notation des
principaux stades phénologiques et des suivis complets de la maturation a partir de la mi-véraison,
et ce pour chaque répétition individuellement (soit 250 analyses par semaine). La parcelle a
commencé a fournir un jeu complet de données en 2012 ; la figure 6 est un exemple de résultat
pour I’é¢tude de la précocité des cépages au stade mi-débourrement.
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Figure 6 - Classification de la précocité de 44 cépages pour le stade mi-débourrement, en 2012,
dans la parcelle de phénotypage de 'ISVV.

CONCLUSION

Le climat est un facteur important de la production viticole. Le changement climatique
nécessite une adaptation de la viticulture, pour pouvoir continuer a produire des vins de qualité
dans un nouveau contexte climatique. Une des pistes majeures de 1’adaptation se situe au niveau
du choix de I’encépagement. Des travaux de modélisation sont en cours pour mieux connaitre le
comportement de la vigne en fonction de la température et pour classer un grand nombre de
cépages en fonction de leurs exigences thermiques. En parall¢le, la variabilité climatique de la
zone de production des vins de Bordeaux est étudiée a une échelle trés fine. Enfin, le
comportement d’un trés grand nombre de cépages est étudié¢ dans des conditions trés rigoureuses.
Lensemble de ces travaux donnera aux viticulteurs de Bordeaux les données nécessaires pour
faire évaluer leur matériel végétal dans un climat changeant.
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TERROIRS VITICOLES ET CHANGEMENT CLIMATIQUE
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RESUME

Le changement climatique global engendre une multitude de questions sur les
répercussions sur le climat local et sur les terroirs viticoles. Des analyses scientifiques sont
nécessaires pour évaluer les potentialités agroclimatiques actuelles et futures, notamment a travers
une meilleure connaissance des variations locales du climat. Les approches de ces phénomenes
a partir des modeles climatiques ne sont pas adaptées aux échelles fines et, de ce fait, apportent
des résultats trop approximatifs. Méme si de réels progres ont été réalisés ces dernieres années
au niveau de la modélisation climatique régionale, aucun modele utilis¢é dans un cadre
opérationnel ne permet de faire une simulation du climat aux échelles locales (quelques dizaines
de metres). C’est donc a une échelle spatiale plus fine, en tenant compte des caractéristiques de
surface et des capacités matérielles des viticulteurs, qu’il sera possible d’évaluer les conséquences
imputables au changement climatique.

Mots clés : terroirs viticoles, changement climatique, échelles spatiales et temporelles,
adaptation

INTRODUCTION

Les différents rapports du GIEC (Groupe d'Experts Intergouvernemental sur I'Evolution
du Climat) ont alerté la communauté internationale d‘une augmentation de la température ainsi
que de la fréquence et de I’intensité des aléas climatiques au niveau mondial. Méme s’il existe
de nombreuses incertitudes sur 1’intensité¢ du changement climatique et ses conséquences,
I’amélioration de la fiabilité des Mod¢les de Circulation Générale du climat (MCQG) et la
corrélation positive entre les rejets de Gaz a Effet de Serre (GES) et I’augmentation des
températures de ces dernieres décennies montrent que le réchauffement global sera compris entre
2 et 6°C (selon les scénarios et les modeles) a I’horizon 2050-2100 (Pachauri et Reisinger, 2007).

Un changement global du climat aura obligatoirement des répercussions sur le climat local
et sur les terroirs viticoles. Dans ce contexte, les impacts attendus d’un éventuel changement
climatique posent un certain nombre de questions, ne serait-ce que pour améliorer I’adaptation.

Au niveau des températures, les différences spatiales engendrées par les conditions locales
(topographie, occupation du sol,...) sont trés souvent supérieures a [’augmentation de
températures simulée par les différents scénarios du GIEC pour les 50 années a venir. Les
vignerons s’adaptent a cette variabilité spatiale du climat qui détermine en partie les
caractéristiques et la typicité de leur vin. Dans le contexte du changement climatique, cette
démarche d’analyse spatiale peut étre une méthode d’adaptation a I’évolution temporelle du
climat notamment a court et 2 moyen terme.
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UNE ANALYSE AGROCLIMATIQUE ADAPTEE A L'ECHELLE DES TERROIRS
VITICOLES

La démarche scientifique vise a mettre en place une méthodologie reposant sur des
observations climatiques et agronomiques in situ et sur de la modélisation spatiale du climat,
permettant d’évaluer la variabilité spatiale des paramétres atmosphériques a I’échelle d’un terroir
(valeurs moyennes et extrémes climatiques). Confrontée a des observations agronomiques (ex :
stress hydrique, phénologie, taux de sucre, taux d’alcool,...), I’étude climatique permet de
déterminer le climat spécifique d’un terroir. En comblant le manque de données aux échelles
fines, ce travail permet d’affiner les connaissances sur les modifications climatiques qui pourront
apparaitre dans les terroirs viticoles et donc, d’améliorer les estimations sur les possibles impacts
économiques. Cette méthodologie est développée et appliquée’ a plusieurs vignobles de
renommeée internationale, vignobles pour lesquels les caractéristiques climatiques jouent un role
important sur la qualité du vin. La multiplication des sites expérimentaux (terroirs frangais,
européens et étrangers du « nouveau monde ») permet d’étudier les potentialités agro climatiques
locales des terroirs dans des conditions macro-climatiques différentes (tableau 1).

L'acquisition des données agroclimatiques est réalisée a plusieurs échelles spatiales et
temporelles.

1- Pour chaque région viticole, I’analyse d’une série de données journalieres ou mensuelles
sur une période la plus longue possible (milieu du XXeéme siecle) est effectuée pour une ou
plusieurs stations météorologiques issues des réseaux nationaux. Plusieurs méthodes statistiques
ont été utilisées afin de caractériser la présence ou 1’absence d’une rupture significative au niveau
du réchauffement climatique. Ces analyses statistiques sont faites sur les données
météorologiques mais également sur des indices bioclimatiques adaptés a la viticulture (Huglin
et Schneider, 1998 ; Tonietto, 2004).

2- A une échelle plus fine, des stations météorologiques et des capteurs enregistrant la
température sous abri sont installées afin d’étudier la variabilité spatio-temporelle du climat dans
les vignobles. Les appareils de mesures sont disposés d’une part, suivant les caractéristiques
locales (ex : pente, exposition, type de sol, distance a une riviere...) susceptibles d’influencer
les variables climatiques et d’autre part, en les répartissant le mieux possible sur le terrain d’étude
afin de ne pas avoir de secteurs sans prises de mesures ce qui pourrait étre un probléme au niveau
de D’interprétation et de la modélisation des données. En général, quatre ou cinq stations
météorologiques completes (températures, humidité relative, rayonnement solaire, vitesse et
direction du vent, précipitations) et une vingtaine de Data Logger enregistrant la température
sont installés a hauteur moyenne de la vigne pour chaque site expérimental (photographie 1a et
b)(Quénol, 2011).

Pour les suivis phénologiques et les analyses des raisins, les observations sont effectuées,
dans la mesure du possible, sur des vignes ayant les mémes caractéristiques (ex : cépages, porte-
greffe,...). Les analyses sont réalisées a proximité des stations météorologiques suivant un
protocole mis en place par les agronomes. Les observations phénologiques sont également
réalisées avec des Plantcam (appareil photographique disposé¢ a proximité du bourgeon de vigne)
qui permettent d’enregistrer régulierement (plusieurs fois par jour) des clichés photographiques
de la croissance des bourgeons du débourrement a la maturation (photographie Ic).

i Programmes ANR-TERVICLIM (2008-2012), GICC-TERADCLIM (2011-2013) puis ACCAF-LACCAVE (2012-2015).
http://terviclim.in2p3.fr
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Figure 1 : Appareils de mesures disposés dans les vignobles : Station météorologique CAMPBELL
BWS200 (a), data logger Tinytag sous abri antiradiation RS3 (b) et Plant-Cam (c).

UNE AUGMENTATION GENERALE DES TEMPERATURES A L'ECHELLE
GLOBALE...

Au XXeéme et XXIeme siecles, les courbes de température a I’échelle globale ont montré
une importante tendance au réchauffement surtout a partir de la fin des années 90. Les dix années
les plus chaudes depuis 1950 ont été observées apres 1995 (Brohan et al., 2006 ; Solomon et al.,
2007). Cette tendance au réchauffement global a été variable d’un hémisphere a 1I’autre. Comme
I’indique Solomon et al. (2007) ainsi que Quense (2011), « pour [’hémisphére sud,
particulierement a partir des années 1980, on note une tendance a I’augmentation moins nette
que dans I’hémispheére nord. Pour [’hémisphere nord, la tendance est, en moyenne, 3,5 fois plus
élevée entre 1979 et 2005 par rapport a la période 1901-2005. Tandis que pour ’hémisphére
sud, la tendance est similaire pour les deux périodes ».

Pour chaque vignoble expérimental du réseau (présenté ci-dessus), les séries annuelles
(principalement la température minimale, moyenne et maximale) d’une station des réseaux
nationaux ont été analysées sur des séries temporelles comprises entre 1960 et 2010. Toutes les
stations (hormis Montevideo) ont enregistré une hausse des températures maximales et
minimales.

- les stations d’Europe de I’Ouest et de I’Est ont enregistré une forte augmentation des

températures minimales et maximales allant de 1,5°C a plus de 2°C entre 1960 et 2010 ;

- en Espagne et au Maroc, on observe une augmentation plus importante des températures
maximales ;

- sur la fagade Ouest des USA, ce sont les températures minimales qui ont enregistré une
augmentation plus importante ;

Dans I’hémisphére sud, le réchauffement climatique est moins intense et 1’augmentation

des températures minimales et maximales est trés variable suivant les secteurs (figure 2) :

- de part et d’autre des Andes, 1’évolution des températures est également tres variable. A
Curico (Chili), les températures minimales sont de +2°C alors que la tendance est tres
faible pour les maximales. A Mendoza (Argentine), c’est le contraire qui est observé,
avec une augmentation proche de 2°C pour les maximales et de seulement 0,6°C pour
les minimales ;

- En Afrique du Sud, a La Réunion et en Nouvelle Zélande, I’augmentation des
températures minimales et maximales est similaire (+1°C) ;
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Ces résultats sont confirmés par Carrasco (2005) qui a observé, notamment au Chili
central, une augmentation de la température minimale de 1,3 a 2,1°C et de 0,2 a 1,5°C pour la
température maximale. Cette tendance au réchauffement, avec d’importantes variations annuelles,
est fortement influencée par le phénomene ENSO (Rosenbluth et al., 1997) mais également par
des facteurs régionaux tels que la topographie (massif andin pour I’Amérique du Sud). Ces
observations sont conformes aux résultats des travaux réalisés sur I’évolution et la répartition
des anomalies de températures en comparaison avec les normales (Hansen et al., 2010).

Whikimy il Misr o P i . . e |

Ehtimgranir iy PR -W . ¥ -
EEFIAR AR LR b "_-'I-'":'.;ZI"_.'l';'TI'i_,' T I T NI il
. Mapa Ltk Bav = e e i i = el TRGas i reds
L .I.IIi.'L Ir - = o L o i s fa A N
: e oo ' o iy, ™ :MW—.
i e Ty T =
| . S e

._I.—-.nv'ﬂ-'q‘!‘:'l".!' 40 LS .o s !
P TI I ‘v L T T A I T,
o i e

Pren Al s (1154, M sl Thosw T bt |

.I‘Tu--ﬂ-’u'-..ﬂ..l.r_q.. P e P f— Ao =
: B rw i - H Mpna Aacarina| =
i 1 3 # L
. - =% | o : —
i 3 =
et ol s Fau | =RV st AL
FERAIBEREARE CILELELIA LD | SRR NN ET YR ETi g ERRISEIONITInE 3k
L TR - Zurica | Whi lacy sl U dlui Buids I Claae Lo Pymad
R e | B g e

Figure 2 : Evolution des températures minimales et maximales au niveau des différents vignobles
expérimentaux sur la période 1960- 2010.

AVEC UNE FORTE VARIABILITE SPATIALE A L'ECHELLE LOCALE...

A D’échelle d'un vignoble, la variabilité spatiale des températures li¢e a la topographie
(pente et exposition), a la distance a la riviere et au type de sol est comparable aux différences
régionales. Par exemple, I’analyse des températures minimales et maximales moyennes annuelles
de la station météorologique de 1’aéroport de Mendoza entre 1960 et 2010, montre une
augmentation moyenne de 1,7°C pour les maximales et 0,6°C pour les minimales (figure 2). La
moyenne des températures minimales (figure 3a) et maximales (figure 3b) enregistrées entre
juin et novembre 2012 sur divers points de la Bodega Atamisque (Vallée de Uco, Province de
Mendoza) montre des écarts thermiques proche de

1°C alors que les différents points sont séparés de quelques dizaines de métres (cf. (2) ci-
dessus). Ces contrastes thermiques importants s’expliquent, en partie, par la topographie variée
du secteur avec notamment la mise en place d’inversions thermiques assez fréquentes lors de
nuits radiatives claires. Ainsi, 1’air froid provenant des massifs montagneux adjacents, a tendance
a stagner dans les parties basses du vignoble, ce qui peut poser des problemes de gels tardifs en
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période de débourrement de la vigne mais également en période de vendange. Les secteurs en
pente sont moins exposés a ce risque de gel. Pour les températures maximales, les différences
sont moins importantes que pour les températures minimales (0,7°C). Toutefois, 1’exposition, la
pente, le type de sol ainsi que les secteurs abrités sont des ¢léments clés pouvant expliquer les
contrastes thermiques observés.

Figure 3 : Moyenne des températures horaires dans le vignoble d’Atamisque dans la Vallée de
Uco (Argentine) : période de juin a novembre 2012

Ces ¢études agro-climatiques a 1’échelle d’une appellation ou d’un terroir ont été mises en
place dans les autres régions viticoles présentées ci-dessus (tableau 1). Les résultats ont permis
de mettre en évidence une importante variabilité spatiale du climat (notamment pour les
températures) sur des espaces relativement restreints. Les analyses agronomiques ont montré
aussi une relation entre ces différences climatiques locales et la vigne que cela soit au niveau de
la phénologie ou des caractéristiques du raisin (Neethling et al, 2012 ; Bonnefoy et al, 2012).

CONCLUSION

La forte variabilité spatiale du climat sur des espaces tres restreints engendrée par les
aspérités (topographie,...) et la nature de la surface (type d’occupation du sol,...) sont du méme
ordre voire supérieure a I’augmentation de températures simulée par les différents scénarios du
GIEC.

Dans un contexte d’intensification des concurrences entre les différents pays producteurs
(notamment avec 1’avénement des nouveaux pays viticoles) et ou les viticulteurs des pays
traditionnels se défendent en mettant en avant le « terroir viticole », une estimation des
conséquences du changement climatique a une échelle fine permettrait

a) Températures minimales

b) Températures maximales

de mieux orienter les possibles conséquences ¢conomiques et sociales de changement.
L objectif étant que les professionnels viticoles puissent adapter leurs pratiques culturales en
fonction d’une nouvelle donne climatique en mettant a I’ceuvre leur savoir-faire (techniques
culturales raisonnées, évolution des variétés,...).
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ADAPTATION DE LA VINIFICATION EN ROUGE
AUX CONDITIONS DE CHANGEMENT CLIMATIQUE

Fernando Zamora
Departament de Bioquimica i Biotecnologia, Grup de Recerca en Tecnologia
Enologica, Facultat d’Enologia de Tarragona, Universitat Rovira i Virgili.
Campus de Sescelades, C/ Marcel.li Domingo, s/n. 43007-Tarragona, Spain.
Tel: +34977558679 ; Fax : +349775 8686 ; email : fernando.zamora(@urv.cat

Le concept de changement climatique n'est pas nouveau. La consommation de
combustibles fossiles est a I'origine d'une augmentation de la concentration de dioxyde de carbone
et d'autres gaz, qui, en réfléchissant le rayonnement du soleil, sont a l'origine d'un effet de serre
(Crowley, 2000, Zamora, 2005a) qui est responsable du réchauffement global de la plancte. Les
données sont alarmistes. En 1958, la concentration de CO2 était de 315 ppm. Aujourd'hui, c'est
plus de 370 ppm, et dans le meilleur des cas, il sera supérieur a 500 ppm d'ici la fin de la vingt
et unieme siecle (IPCC, 2012).

. - i -
Veraison pepins immatures pepins fres mirs

Figure 1 - Effets du réchauffement climatique sur la maturité du raisin

MAIS, QUEL IMPACT AURA LE CHANGEMENT CLIMATIQUE SUR LA
VITICULTURE ?

La Figure 1 résume les principaux effets du changement climatique sur la maturation du
raisin. Les raisins stockent d’avantage de sucres et dégradent plus vite les acides qu’en conditions
normales (Jones et al., 2005 ; Mira de Orduiia, 2010). Par conséquent, les raisins arrivent a des
teneurs en alcool potentiel et des pH trés élevés, et plus tot que d'habitude. Ce phénomeéne
provoque l'avance de la date de la récolte. Cependant, les pellicules et les pépins en particulier
ne sont pas encore murs. Par conséquent, un déséquilibre croissant entre la maturité industrielle
et phénolique s’observe en conséquence du changement climatique. Dans ces conditions, lorsque
les raisins ne sont pas bien mirs, les cenologues doivent prendre une décision tres difficile. S'ils
réalisent une macération courte, les vins n’auront pas assez de couleur. Au contraire, s'il réalise
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une macération plus longue, le risque d'extraire un exces des tanins astringents, herbacées et
amers est trés élevé (Llaudy et al., 2008).

Que peut faire 1'eenologue dans cette situation ? Je pense qu'il n'y a que deux possibilités.
Soit, vendanger lorsque le degré alcoolique potentiel et le pH sont a un niveau correct et ensuite,
adapter les conditions de vinification a des raisins verts.

Soit, attendre la maturité complete de la récolte lorsque les raisins sont trés mirs et puis,
appliquer des techniques pour diminuer le degré alcoolique et le pH (Zamora, 2007).

Enzymes pectolytiques
Thermovini Troal ion
. Flash-détente
menter |
senoiogiques — | sortra laxydation Bilestage
Elimination des pépirs

Contrle Eviter dis tempiratures
e —
Biminuer la longuear maocérntion a fin d' &iter
Fextracticn d'un excés de fonins de pépins
Accelerer ' extraction de couleur

Figure 2 - Possibles stratégies de vinification a appliquer lorsque les raisins ne sont pas
suffisamment mrs

Dans le premier cas, il existe différentes stratégies possibles pour la vinification des raisins
verts. La Figure 2 essaie d'illustrer quelques-unes des différentes possibilités. Fondamentalement,
la durée de macération doit étre raccourcie pour éviter I'extraction d'un exces de tanins de pépins
et simultanément l'extraction de la couleur doit étre accélérée. La durée de macération
préfermentaire peut €tre allongée au moyen du froid (Zamora, 2004 ; Llaudy ef al., 2005). Les
anthocyanines peuvent étre protégés contre I'oxydation par l'utilisation correcte de la neige
carbonique, le SO, ou méme les tanins cenologiques (Zamora, 2003a). La cinétique de dissolution
des anthocyanes peut étre accélérée par un traitement avec des enzymes pectolytiques (Guadalupe
et al., 2007), par l'application d'un traitement thermique ou au moyen d'une augmentation des
traitements mécaniques du chapeau (remontage, piégeage, délestage,) (Zamora, 2003b).
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Figure 3 - Influence de I’¢limination et de I’addition des pépins

Une autre stratégie intéressante a appliquer lorsque les raisins ne sont pas assez mirs peut
étre I'élimination des pépins qui peut étre effectuée au moyen du délestage (Zamora, 2005b). La
Figure 3 illustre I'effet de I'élimination et I'ajout de pépins (Canals et al., 2008). L'élimination
des pépins par délestage peut produire une légere diminution de la couleur rouge et de la
concentration en composés phénoliques totaux. Cependant, I'astringence diminue également
considérablement ce qui permet des vins plus agréables. Cet assouplissement de 1'astringence
du vin est principalement du a la diminution de la présence de gallate d'épicatéchine, contenu en
grande quantité dans les pépins.

Une fois la fermentation alcoolique terminée, d’autres stratégies peuvent étre employés si
les vins sont trop astringents ou amers. Une microoxygénation appropriée ou 1’¢levage en fit
peuvent étre tres utiles pour assouplir les tanins insuffisamment murs (Llaudy et al., 2006).
D'autre part, I'onctuosité en bouche du vin peut étre augmentée et l'astringence assouplie en
enrichissant le vin avec des polysaccharides par 1'élevage du vin sur lies (Zamora, 2002 ;
Rodriguez et al., 2005), en employant des souches de levures avec une plus grande capacité a
libérer des polysaccharides (Gonzalez-Gonzalez Ramos et, 2006) ou en supplémentant des vins
avec des levures inactivées prétraiteés pour favoriser la libération des polysaccharides (Guadalupe
et al., 2007 ;. Rodriguez et al., 2010).

L'autre possibilité est d’attendre la maturité compléte, de vendanger lorsque les raisins
sont trés mirs puis, d’appliquer des techniques pour diminuer le degré alcoolique et le pH. Les
stratégies possibles pour corriger un haut degré alcoolique et un pH ¢€levé sont les suivantes :

1. Sélection de cépages et des clones qui mirissent plus tard (Schultz, 2000).

2. Adaptation des techniques de culture de la vigne a cette nouvelle situation (Schultz, 2000).
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3. Sélection des souches de levure avec un rendement plus faible dans la transformation
de sucre en éthanol (Dequin and Barre, 1994).

4. Diminution de la teneur en sucres dans le jus de raisin ou de 1'éthanol dans le vin par
osmose inverse (Estévez et al., 2011).

5. Evaporation partielle de 1'éthanol du vin (Tabaks et al., 2007).

. Diminution du pH : échange cationique, ¢électrodialyse (Walker et al., 2004)

7. Utiliser des raisins verts récoltés pendant 1'éclaircissage comme un procédé pour réduire
simultanément la teneur en alcool et le pH du vin (Kontoudakis et al., 2011).

[*)

Les deux premiers points sont sans doute probablement les meilleures stratégies. Il est
clair que l'utilisation de nouveaux clones ou des cépages, ou la modification des techniques de
culture peuvent étre utiles pour retarder 1'accumulation de sucres et la consommation des acides
(Schultz 2000). Beaucoup de travaux sur la sélection clonale pendant ces derniéres années ont
eu pour objectif 'obtention de clones permettant d’obtenir rapidement une teneur en sucre élevée.
Maintenant, nous devons revenir sur nos pas et rechercher parmi les vieilles vignes celles qui
sont mieux adaptées aux nouvelles conditions climatiques. Cependant, ces stratégies nécessitent
des études longues et laborieuses et un investissement économique considérable pour replanter
la plupart des vignobles.

L'utilisation des souches de levure avec un rendement de production d'éthanol plus faible
a été également proposée. Cependant, il semble que les souches naturelles de Saccharomyces
cerevisiae donnent lieu aux rendements d'éthanol toujours semblables, ce qui conduit a une
impasse, sauf si I’on emploie des organismes génétiquement modifiés (Dequin et Barre, 1994 ;.
Malherbe et al., 2003) ou des levures non-Saccharomyces (Ciani et Ferraro, 1996).

Les points 4 a 7 sont maintenant mieux connus, bien que beaucoup de travail soit nécessaire
pour améliorer leurs capacités et leurs applications. Parmi ces procédures I’osmose inverse est
celle la plus employée. Certaines entreprises offrent la possibilité¢ de louer ce matériel a des caves.
Le tableau 1 présente une analyse expérimentale de désalcoolisation partielle par osmose inverse
avec deux vins rouges originaires de I’AOC Priorat et de I’AOC Penedes (Estévez et al., 2011).

A Py AOE Prioral
Pargmeire
Téman - -4 Témain % 2%
Alcshal (%) ld8+0G2°4 138:028 [28+02C 162:024 151+028 I141+01C€

At idRé tatale (91) Af8+00 A A8+ 01 A 49:+01A 52:01A ‘S52+014 S4+018
Intemstte colorarde B3 154 Ha:09A [(S4:207A 154:02A4 152:+044 145054

Tefe BYTeLIA GTS:O04A GAIZLTA DR3xLEZA G00z04A DREZzO5A
Arsthocyans [mg /) BeTr4lA  Sabr19A  Orer A R TIA O C2Mc A 220211 A
g TE9e 28 FI9:23A TOBs206A bE4:05A4 6Z2:(02A 62120084
Preonthocyonidines (9fT) 182034 Le:024 L7024 lezQZA L7034 L5p024
i GBzldA THz18A TEi0eA 6w8:18a4 S8:03A4 &65:DTA

Tableau 1 - Désalcoolisation partielle par osmose inverse
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Les résultats montrent que des différences significatives sont observées pour les teneurs
en alcool, tandis que les autres parametres de laboratoire ont resté inchangés. Ces vins ont été
dégustés aussi par un panel sensoriel entrainé (test de discrimination triangulaire). En général,
les dégustateurs ont pu distinguer le controle et les vins partiellement désalcoolisés malgré des
différences faibles. Par conséquent, l'osmose inverse semble étre une procédure utile pour
compenser 1'exces en éthanol dans le vin.

2dma vendan

Parameira Yére vendange r— ¥ =
Alcool (%) 1344014 159+01B 1wW2+01C
TAg'l) Th202A 63+ 028 FT1401A
pH 345001 A 376+0038 355+007C

Anthocyans (mgi) 1M1 +204 2+ 258 MM+ 58
Color intensity BT =09 A 126+ 158 irg+18C
Proanthocyanidins {mg/L) 2T+ 1154 WO+ 178 S92 41C
mDP 27220134 4801848 44340368
(#)-Catechin (%) 262:22A 23 + 148 19+ 218
(-HEpicatechin (%) 578+ 07A 576+01A 57T6419A

(JEpecatechin-30.Callate (%) 44204A 492028  57403C
{-}Egaliocatechn (%) 1M16+13A 165+068 77:07C

Tableau 2 - Influence de désalcoolisation partielle en utilisant des raisins des éclaircissages

Enfin, une autre stratégie possible est l'utilisation de raisins verts récoltés au cours d’un
éclaircissage comme méthode pour réduire simultanément la teneur en alcool et pH du vin
(tableau 2). Kontoudakis et al., (2011) ont proposé que les raisins provenant de 1’éclaircissage
des grappes peut étre utilisé pour produire un vin trés acide avec une tres faible teneur en alcool.
Ce vin est ensuite traité avec de fortes doses de charbon et de bentonite. Ce vin, inodore et
incolore, peut étre utilisé pour réduire la teneur en I'éthanol et le pH du vin produit a partir de
raisins trés mars, qui avaient atteint la maturité phénolique complete. Dans leur étude, les auteurs
ont utilisé des raisins du cépage Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon et Merlot de I’AOC Penedes
et Bobal de I'AOC Utiel-Requena, qui ont été récolté a différents stades de maturité. La premiere
récolte a été effectuée lorsque le degré potentiel d'alcool se situait entre 13,0 et 14,0 %. La
deuxieme récolte a été effectuée lorsque les raisins ont atteint la maturité phénolique optimale.

Trois dépdts de la premiere récolte et de trois dépots de la deuxieme récolte ont été élaborés
sans aucune adjonction du vin a faible éthanol.

Comme prévu, les vins dont une partie de leur jus a été remplacé par le vin a faible teneur
en alcool présentent un dégré alcoolique inférieur a leurs témoins. En effet, la teneur en éthanol,
le pH et l'acidité totale de ces vins étaient plus proches des vins de contrdle de la premicre récolte
que de ceux des vins de controle de la seconde pour les trois cépages. Les résultats concernant
les composés phénoliques et la couleur ont été aussi tres clairs. En fait, les concentrations en
anthocyanes et proanthocyanidines ainsi que le degré de polymérisation moyen des
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proanthocyanidines (mDP) et le pourcentage de la (-)-épigallocatéchine des vins de la deuxiéme
récolte étaient significativement plus élevés que ceux de la premiere récolte. Ces données
confirment la grande influence de la maturité phénolique sur ces parameétres. D'autre part, tous
les vins traités présentent des parameétres similaires a ceux du vin témoin de la deuxiéme récolte.
En outre, étant donné que le pH des vins traités était tres inférieur que celui des vins non traités,
son intensité colorante était plus élevé que leurs témoins.

On peut en conclure que la procédure proposée peut étre utile pour la réduction partielle
de la teneur en alcool et pour une diminution simultanée du pH des vins. La couleur des vins
obtenus était mieux que leurs témoins correspondants et leur composition phénolique était
similaire. En outre, cette procédure ne nécessite pas de matériel supplémentaire et est facile a
appliquer. D'autres expériences sont nécessaires pour mieux adapter le processus et obtenir des
vins plus équilibrés sans les problémes d'exces d'alcool et a pH élevé.

Le changement climatique est inévitable. Nous pouvons nous adapter et essayer d'en
atténuer ses effets. Ces techniques sont maintenant disponibles et leur utilisation peut étre tres
utile pour compenser les effets du réchauffement climatique dans nos caves.

Remerciements : Nous remercions CDTI (Projet CENIT Demeter) pour le soutien
financier.
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DIX ANNEES DE RECHERCHES SUR LA FLAVESCENCE DOREE
DE LA VIGNE

Sylvie Malembic-Maher, Nathalie Arricau-Bouvery, Patricia Carle,
Jean-Luc Danet, Delphine Desqué, Kaelig Guionnaud, Brigitte Batailler,
Pascal Salar, Sandrine Eveillard et Xavier Foissac
UMR 1332 Biologie du Fruit et Pathologie - INRA Bordeaux-Aquitaine
71, av. Edouard Bourlaux - BP 81 - F-33883 Villenave d'Ornon Cedex

La Flavescence dorée (FD) est une maladie de la vigne provoquée par une petite bactérie
sans paroi : un phytoplasme. Le phytoplasme de la FD est transmis de vigne a vigne par une
cicadelle d'origine Nord-Américaine, Scaphoideus titanus, qui s'alimente de seve élaborée ou se
multiplie cette bactérie (Figure 1). Les symptomes de la maladie sont un rougissement du
feuillage chez les cépages rouges et un jaunissement chez les cépages blanc, les feuilles
s'enroulent et deviennent craquantes, les grappes se desséchent et les bois ne lignifient pas en
fin d'été ce qui donne a la vigne un port pleureur. La gravité¢ des symptomes et la rapidité de
propagation de cette maladie font qu'elle est classée de quarantaine au sein de 1'Union Européenne
avec la mise en place de méthodes de lutte obligatoire. Observée pour la premiere fois en
Armagnac dans les années 50 (Caudwell 1957), elle touche aujourd’hui tout le Sud de I'Europe.
En France, plus de la moiti¢ de la superficie du vignoble est en lutte obligatoire et en Gironde,
86 % des communes viticoles sont dans le périmetre de lutte obligatoire. La lutte passe par la
détection et l'arrachage des plants contaminés, les traitements insecticides contre la cicadelle
dans les zones contaminées et dans toutes les vignes meres et pépinieres, et la plantation de
matériel certifi¢ indemne de maladie.

.-.~"-. L phybuplasma di ls 4

o Flevassenca darta B
& s
N,
A b
A R W
o o W
. .,
7 e
4 W,

La cicads| s
Laovigne Boaphokiers e
{wyrpttmes sur cépapss rooge at blanc)

Figure 1 : La Flavescence dorée, une maladie avec trois partenaires.
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L'UMR 1332 Biologie du Fruit et Pathologie de I'INRA de Bordeaux mene des recherches
sur la Flavescence dorée depuis prés de 10 ans. Ces recherches visent a mieux comprendre le
cycle de la maladie d’une part pour améliorer la lutte telle qu'elle est pratiquée aujourd'hui et
d’autre part pour proposer des méthodes de lutte complémentaires voire alternatives a la lutte
insecticide qui est colteuse et polluante.

Ces recherches s'orientent selon deux grands axes: I. comprendre les origines et la
diffusion de la maladie afin de mieux prédire les risques d'épidémies, II. comprendre les
mécanismes d'interaction entre les partenaires de la maladie (phytoplasme, vigne et vecteur) afin
de tenter de bloquer ces interactions.

I. COMPRENDRE LES ORIGINES ET LA PROPAGATION DES EPIDEMIES

Le séquengage du génome du phytoplasme de la FD a été réalis¢ (Malembic-Mabher et al.
2008 ; Carle et al. 2011). Ce travail nous a permis d’identifier des génes qui ont été utilisés
comme outils pour le génotypage des souches de phytoplasmes présentes dans les compartiments
sauvages et viticoles.

a. Diversité et propagation des souches dans les vignobles.

Le génotypage des phytoplasmes FD a été réalisé par séquengage de 3 génes marqueurs
(map, secY et uvrB-degV). Lanalyse de plus d’une centaine d’échantillons prélevés dans les
vignobles francais et européens a permis de mettre en évidence I’existence de 3 groupes
génétiques de souches de phytoplasmes FD en Europe (Arnaud et al. 2007 ; Figure 2). Les
souches du groupe FD1, qui présentent une certaine diversité génétique, sont minoritaires (15 %
des cas en France) et localisées principalement dans le Sud-Ouest de la France. Les souches du
groupe FD2, qui sont toutes génétiquement identiques, sont majoritaires (85 % des cas en France)
et retrouvées dans tous les vignobles Européens. Enfin, les souches du groupe FD3 n’ont pas
été détectées en France mais sont présentes en Italie et dans les Balkans (Figure 2).
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Figure 2 : Diversité et répartition des souches de phytoplasme de la Flavescence dorée en France
et en Europe.
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La clonalité et la prédominance des souches du groupe FD2 sur les souches du groupe
FD1 en France montrent qu’elles se sont propagées rapidement et sur de longues distances au
sein du vignoble. Nous avons alors tenté de comprendre ce qui pouvait étre a 1’origine des
différences d’incidence et de répartition entre les souches FD2 et FD1. Nous avons ainsi montré
que les deux types de souches sont efficacement transmises par 1’insecte vecteur et qu’il n’y a
pas de population majoritaire de S. titanus porteuse de la souche FD2 (Papura ef al. 2009). La
prédominance de FD2 ne semble donc pas liée au vecteur. Elle ne semble pas non plus étre due
a une virulence accrue de cette souche car FD2 et FD1 se multiplient a la méme vitesse dans la
plante et aucune différence n’a été mise en évidence en termes de sévérité de symptomes (Salar
et al. 2012). Cependant, le génotypage d’échantillons « historiques » prélevés entre 1994 et 2005
en Europe a mis en évidence que les nouveaux foyers (dans des régions jusque-la indemnes), de
jeunes parcelles, des parcelles de pieds-meres et des pépinieres ont été contaminés par la souche
FD2. Ceci va dans le sens d’une propagation a grande échelle de cette souche dans les années
90-2000 par I’intermédiaire du transport de bois contaminés, relay€ ensuite par une propagation
locale par ’insecte vecteur.

A partir de ces études de diversité, un test de diagnostic des phytoplasmes de la vigne
(Flavescence dorée et Bois noir) par PCR en temps-réel a été développé (Pelletier et al. 2009).
11 est aujourd’hui utilisé comme méthode de référence par les laboratoires agréés pour la détection
obligatoire de cet organisme de quarantaine.

b. Diversité des souches dans les plantes sauvages et risques d'échanges avec le
vignoble.

Un travail de détection et de génotypage a ensuite été mené sur plus de 300 échantillons
de plantes sauvages et d'insectes vecteurs de phytoplasmes prélevés dans différents pays
européens a proximité de parcelles de vignes (infectées ou non) ainsi que dans des zones non
viticoles. Ceci a permis de mettre en évidence que les aulnes (Alnus glutinosa), bien que
n’exprimant pas de symptomes, sont porteurs, pour pres de 80 % d'entre eux, de phytoplasmes
génétiquement proches du phytoplasme de la FD (Arnaud et al. 2007 ; Malembic-Maher et al.
2007). Dans 3 % des cas, ces phytoplasmes se sont avérés appartenir aux groupes génétiques
FD1, FD2 et FD3 (en France, Italie, Allemagne, Hongrie et Serbie) ; et ceci dans des zones
viticoles mais également dans des zones non viticoles. Les clématites sauvages ont également
été trouvées porteuses de phytoplasmes du groupe FD3 dans des zones viticoles et non viticoles
d'Ttalie et des Balkans (Fillipin et al. 2009). Ces phytoplasmes étaient donc présents dans ces
plantes avant leur passage a la vigne. De plus il a ét¢ montré que la cicadelle de I'aulne Oncopsis
alni et le fulgore Dictyophara europaea sur Clématite sont capables de transmettre les
phytoplasmes de ces plantes sauvages a la vigne (Maixner et al. 2000 ; Filippin ef al. 2009). Ces
plantes constituent donc un réservoir qui peut étre a l'origine de nouvelles épidémies mais le
risque demeure assez faible car les souches de type FD sont peu fréquentes (3 %), la transmission
a la vigne par les vecteurs est occasionnelle et S. fitanus ne se nourrit pas sur ces plantes. Le
risque majeur reste 'introduction de cicadelles infectieuses ou la plantation de bois contaminés
dans les zones indemnes.

L'ensemble de ces travaux a permis d'élaborer le scénario suivant concernant l'origine de
la FD en Europe (Figure 3) : avant l'introduction de S. titanus en Europe, les phytoplasmes de
type FD étaient présents sur les plantes sauvages et ¢taient transmis a la vigne de fagon
occasionnelle sans provoquer d'épidémies. Quand S. fitanus a été introduit dans l'entre-deux-
guerres par importation de bois de Vitis d'Amérique du Nord, il s'est multipli¢ sur la vigne et
s'est avéré capable de transmettre de vigne a vigne certaines des souches provenant des plantes
sauvages, générant alors les premicres épidémies.
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Figure 3 : Scénario de I'origine de la Flavescence dorée de la vigne en Europe.

c. Le risque des repousses ensauvagées de porte-greffes (PG)

Si les clématites et les aulnes présentent un risque limité, les repousses ensauvagées de
porte-greffe qui sont tres fréquemment présentes aux abords des vignes cultivées sont beaucoup
plus préoccupantes. En collaboration avec la FREDON, les SRAL et la cellule de transfert
Vitinnov, nous avons étudié ce risque dans les vignobles des bords de Garonne en Gironde ou de
nombreux hybrides de Vitis américains poussent a 1'état sauvage (Figure 4). Ces Vitis expriment
peu voire pas du tout les symptomes de la maladie mais peuvent étre porteurs de phytoplasmes.
Dans cette zone, les foyers de FD persistent alors que la lutte obligatoire et les traitements
insecticides ont été mis en place. Aux alentours et a l'intérieur de parcelles infectées, traitées
depuis plusieurs années, nous avons prélevé des échantillons de Vitis et nous avons recherché la
présence de cicadelles de la FD. Trente pour-cent des repousses de PG ont été trouvé infectées
par le phytoplasme de la FD. D'importantes
populations de vecteurs ont été collectées sur les PG
dont 20 % au plus étaient porteurs du phytoplasme
FD, alors qu'aucun insecte n'était présent dans les
parcelles. De plus, le génotype des phytoplasmes
présents dans les PG, les vecteurs et les parcelles
avoisinantes €tait identique ce qui montre qu'il y a eu
échange. Les PG ensauvagés constituent donc un
réservoir de la maladie avec risque ¢élevé de
recontamination des vignobles ou la lutte est
appliquée. Cette situation n'est pas spécifique de la
zone car des PG ensauvagés porteurs de phytoplasmes
FD et ou de cicadelles vectrices ont aussi été détectés
dans d'autres vignobles girondins.

Figure 4 : Repousses de porte-greffes ensauvagés
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Il. COMPRENDRE LES MECANISMES D’ INTERACTION ENTRE LES
PARTENAIRES DE LA MALADIE. VERS DES METHODES DE LUTTE
ALTERNATIVES ?

a. Interaction entre le phytoplasme et son insecte vecteur. Blocage de la transmission.

Les phytoplasmes, pour étre transmis a une plante par leur insecte vecteur, doivent effectuer
un cycle complexe dans le corps de celui-ci, comprenant le franchissement de plusieurs barrieres
tissulaires (Figure 5). Ce cycle de transmission passe par des interactions fines entre les
phytoplasmes et le vecteur. Le séquencage du génome du phytoplasme de la FD a permis de
sélectionner et de caractériser des genes codant pour des protéines potentiellement impliquées
dans ces interactions. Nous étudions actuellement le réle de ces protéines dans les mécanismes
de transmission avec pour objectif de tenter de les bloquer. Ainsi, nous avons montré que la
protéine VmpA, qui code une protéine ancrée a la surface du phytoplasme FD, se fixe a des
protéines de I’insecte vecteur (Desqué et al. 2012 ; Figure 5). Notre objectif est maintenant
d’identifier le récepteur dans les insectes et de bloquer la fixation de VmpA a I’aide de molécules
inhibitrices (petits peptides ou anticorps). Ces compétiteurs seront utilisés pour évaluer leur effet
sur la transmission du phytoplasme de la FD par S. titanus.
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Figure 5 : Cycle de transmission des phytoplasmes FD dans la cicadelle vectrice et possibilité
de bloquer cette transmission.

b. Interactions phytoplasme FD/vigne et insecte vecteur/vigne. Recherche de
résistances a la FD au sein du genre Vitis.

Des années d’observations au vignoble ont permis de mettre en évidence qu’il existe des
différences importantes d’expression des symptomes en fonction des cépages de vigne (Boudon-
Padieu 1996). De plus, certains porte-greffes n’expriment pas les symptomes de la maladie.
Notre objectif est de mieux caractériser ces différences en termes de quantité de phytoplasmes
hébergés par la plante et en termes d’attraction du vecteur, facteurs déterminant la vitesse de
propagation de la maladie. Nous recherchons également au sein des Vitis, des especes ou des
variétés qui seraient plus résistantes au phytoplasme et/ou au vecteur. Ces études sont menées
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en collaboration avec les unités EGFV (INRA de Bordeaux) et SVQV (INRA de Colmar) pour
la partie plante et I’'unité SAVE (INRA de Bordeaux) pour la partie insecte.
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Figure 6 : Différences de comportement vis-a-vis de la Flavescence dorée entre le Merlot et le
Cabernet Sauvignon en termes d’expression de symptdmes et en termes de concentration en
phytoplasmes au sein des plantes.

Dans un premier temps, nous avons réalisé des observations et des prélevements en
vignoble en focalisant sur les cépages Cabernet Sauvignon (CS) et Merlot (M), qui présentent
des comportements opposés vis-a-vis de la FD (Figure 6). Nous avons ainsi montré, sur plusieurs
parcelles infectées a encépagement mixte, que la proportion de pieds infectés est plus faible pour
le Merlot que pour le CS. De plus, I’intensité des symptomes et la propagation des phytoplasmes
dans la plante sont restreintes chez le Merlot. Enfin, la quantité de phytoplasmes dans les rameaux
symptomatiques de Merlot est inférieure a celle mesurée dans le CS, et cet écart se creuse au
cours du temps pour atteindre 30 fois moins de phytoplasmes en fin de saison (Eveillard et al.
2012). Le Merlot constitue donc une faible source d’innoculum, ce qui va limiter la propagation
par le vecteur (Bressan et al. 2005). Dans un deuxiéme temps, des inoculations du phytoplasme
FD par I’insecte vecteur en conditions contrdlées de serre de haut confinement ont permis de
confirmer que les phytoplasmes se multiplient en moyenne 100 fois moins dans le Merlot que
dans le CS.

Afin de compléter ces résultats, des travaux d’innoculation des phytoplasmes en serre de

haut confinement sont actuellement menés sur un ensemble de cépages (les plus emblématiques
du vignoble frangais), de porte-greffes mais aussi de Vitis sauvages originaires de différents
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continents. Apres inoculation par 1’insecte, les symptomes sont observés et les phytoplasmes
sont quantifiés. Ceci a déja permis de mettre en évidence des variétés au sein desquelles les
phytoplasmes se multiplient difficilement.

Ces variétés vont également étre testées pour leur attractivité vis-a-vis de I’insecte vecteur
en réalisant des tests de choix et des tests d’alimentation par électropénétrographie (Figure 7).

Tests de choix Tests d'alimentation par

Eleciropénétrographie
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Figure 7 : Evaluation de I’attractivité de différents cépages vis-a-vis de S. fitanus (collaboration
avec ’'UMR SAVE).

En perspective, ces travaux pourront permettre de sélectionner des cépages et des PG au
sein desquels les phytoplasmes se multiplient moins et/ou qui sont moins appétant pour I’insecte
vecteur. Des combinaisons des cépages et PG les plus résistants seront testées pour leur
comportement suite a I’infection par le phytoplasme de la FD. Nous évaluerons é¢galement un
éventuel effet « protecteur » vis-a-vis de cette maladie des PG les plus résistants sur les cépages
les plus sensibles comme le Cabernet Sauvignon.

Remerciements : Le CIVB a contribué de maniére importante au financement de ces
recherches. Elles ont également été financées par 'INRA, La Région Aquitaine, FranceAgrimer
et par un programme COST (European COST Action FA0807).
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LES STIMULATEURS DE DEFENSE DE LA VIGNE, MYTHE OU
REALITE ? QUELLE EFFICACITE ET QUEL AVENIR EN
PROTECTION DE LA VIGNE : DU GENE AU CHAMP ?

Marie-France CORIO-COSTET et Marie-Cécile DUFOUR
INRA, UMR santé et agroécologie du vignoble, UMR SAVE (1065), ISV,
BP 81, 33883 Villenave d’Ornon.

La vigne en tant que culture pérenne est soumise aux attaques de nombreux bioagresseurs,
dont des parasites biotrophes tels que 1’oidium et le mildiou, responsables des deux principales
maladies de la vigne. Ces deux parasites d’importation, en provenance des Etats-Unis (1847 pour
I’oidium et 1878 pour le mildiou) sont a 1’origine de la majorité des traitements phytosanitaires
appliqués sur cette culture avec parfois des conséquences sur I’adaptation des agents pathogeénes
(émergence de résistance aux traitements fongicides), mais aussi au niveau environnemental et
sur la santé. Dans ce cadre et dans celui du plan Ecophyto, qui vise a réduire les intrants
pesticides, le développement de méthodes de lutte, dites « alternatives » voire
« complémentaires », est nécessaire. Ainsi les recherches sur les stimulateurs de défenses des
plantes présentent-elles un double intérét : celui de diminuer les intrants pesticides sensu stricto,
et celui de mettre en place une méthode de lutte originale, a large spectre d’action.

QU’EST-CE QUE LA STIMULATION DE DEFENSES DES PLANTES OU SDP ?

Depuis la découverte de la possibilité de stimuler les défenses d’une plante, de nombreuses
études réalisées au laboratoire ont mis en €vidence 1’efficacité de la stimulation des défenses
d’une plante (benhamou, 2009). A ce jour, « I'immunité des plantes », ou résistance systémique
acquise (SAR) est sous tendue par des mécanismes physiologiques qui commencent a étre bien
connus et qu’il est possible de simplifier selon le schéma suivant en 4 étapes (figure 1).

1/Elicitation et réception du signal de stimulation : mise en contact de la plante avec un
¢liciteur ou SDP (stimulateur des défenses des plantes) qui va déclencher le processus

de défense. Cet éliciteur ou stimulateur peut étre de diverses origines. Il peut s’agir
d’extraits biologiques de végétaux ou d’algues (extrait de la renouée de Sakhaline,
feuilles de saules, extrait de laminaires), d’extraits d’agents pathogeénes (filtrat de
culture d’Eutypa, de botrytis), de bactéries, de produits inorganiques (silice, carbonates,
phosphonates), de molécules naturelles (ex : laminarine, acide salicylique) ou
d’analogues de substances naturelles (acibenzolar-S-Méthyle ou BTH, probénazole,
acide -aminobutyrique, méthyle jasmonate).

2/Signalisation : la diffusion du signal transitera via une cascade d’évenements au niveau
cellulaire (génération de peroxyde d’hydrogeéne, dépolarisation des membranes
cellulaires, flux de calcium, phosphorylations) qui conduira a la mise en place de
différentes défenses au sein de la plante, dépendante de I’action de différentes
phytohormones telles que 1’éthyléne, ’acide salicylique, 1’acide jasmonique, les
auxines, ou encore 1’acide abscissique.
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Figure 1 : Schéma représentant les différentes phases de réponse d’une plante
a un stimulateur de défense

3/Surexpression de genes de défense : La mise en route de ces voies hormonales conduira
a la régulation de nombreux genes, codant pour des protéines impliquées dans les
défenses. Ces différents genes peuvent appartenir a la famille des PR-Protéines
(pathogenesis related proteins) qui peuvent étre des enzymes, qui participent a la
dégradation des parois des agents pathogenes, ou des protéines au mode d’action encore
inconnu. D’autres genes participeront a la biosynthese de molécules de défenses, telles
que les phytoalexines, auxquelles appartient le resvératrol, certainement 1’un des
polyphénols de type stilbéniques le plus connu, ou coderont pour des enzymes
impliquées dans le renforcement des parois.

4/Mise en place des défenses : diverses protéines sont donc synthétisées en plus grand
nombre, permettant soit de détruire ou de stopper le développement du pathogene avec
des enzymes, des phytoalexines ou par un renforcement mécanique des parois de la
cellule végétale.

PEUT-ON STIMULER LES DEFENSES DE LA VIGNE AU VIGNOBLE ET
COMMENT CONNAITRE DETAT DE DEFENSE DE LA PLANTE ?

Aujourd’hui, il est possible de mimer ’attaque d’un pathogene a I’aide d’¢éliciteur et de
préparer la plante a se défendre, en augmentant I’efficacité de son d’immunité innée (innate
immunity). Cependant, si les stimulateurs de défenses des plantes (SDP) présentent de bonnes
efficacités reproductibles en conditions contrélées au laboratoire, paradoxalement, il s’avere
que ['application de cette méthode in natura est plus délicate et conduit le plus souvent a des
efficacites tres variables. Pourquoi ?

En réalité, I’utilisation de ce type de méthode fait intervenir de nombreux parametres, et
pas seulement d’ordre végétal (figure 2). En effet, souvent oublié, I’agent pathogene peut jouer
en role important dans 1’efficacité des défenses. Sa diversité, son agressivité, son cycle biologique
sont autant de parametres a prendre en compte dans 1’efficacité de ces méthodes. De la méme
maniere, les réponses d’un cultivar ou génotype de vigne n’est pas identique a un autre. Ainsi
selon I’age, le stade physiologique, 1’organe considéré, les défenses de la vigne seront-elles plus
ou moins efficaces et mobilisées plus ou moins rapidement. Malheureusement, ces aspects sont
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encore mal connus. Le dernier paramétre important concerne, bien évidemment, les conditions
environnementales (climat, nutrition) qui auront des effets sur 1’agent pathogéne (pression
épidémique), sur la plante (mise en place de ses défenses), mais aussi sur les éliciteurs
(biodisponibilité).

Variabilité de la plante
(Fond génétique, capacité  mobiliser ses défenses, organe, 4ge)

Elicitateurs Efficacité

Biostimulants

Conditions environnementales, Pathogene, (variabilité intra et inter espéces,
biodisponibilité des SDP agressivité, capacité a s'adapter aux toxiques
de la plante,

Figure 2 : Parametres influengant 1’efficacité des réponses de la plante

Pour répondre a ces questions, et tenter de mieux comprendre quels facteurs interviennent
dans les défenses des plantes, nous avons avec le soutien du CIVB, (participation a la thése de
M-C Dufour) développer des outils qui permettent de connaitre 1’état de défense de la vigne dans
différentes conditions :

* Apres élicitation ou non avec différents éliciteurs,

* Apres inoculation des différents agents pathogeénes en faisant varier leur diversité intra

et inter espece,

* Sur des génotypes partiellement résistants, stimulés ou non,

* En condition de laboratoire, mais aussi au vignoble sous de forte pression épidémique.

Cet outil appelé « BioMolChem », qui combine trois approches (biologique, moléculaire
et biochimique) nous a permis d’établir des corrélations entre 1’efficacité des défenses de la
plante apres stimulation avec un éliciteur et un état de protection de la plante. Les données
accumulées au cours des dernieres années nous ont permis de montrer que tout éliciteur n’est
pas égal a un autre. Ceci a été montré sur différentes souches d’oidium (appartenant soit au
groupe génétique A soit B) et de mildiou (souches sensibles ou résistantes a différents fongicides).
Ainsi montrons-nous qu’un ¢éliciteur (analogue de 1’acide salicylique) a des effets au laboratoire
similaires qu’elle que soit I’espece considérée (oidium ou mildiou). De maniére plus surprenante,
un autre éliciteur de type phosphonate (éliciteur et fongicide) révele une efficacité plus faible
sur les souches d’oidium de groupe A. Un fertilisant « phosphonate » s’avere quant a lui plus
efficace sur le mildiou que sur les deux groupes d’oidium (figure 3). Ces expériences démontrent
que fout produit ou extrait élicitant les défenses de feuilles ne conduit pas a la méme efficacité
selon la variabilité intra ou inter espéce des agents pathogenes (Dufour et Corio-Costet, 2013,
SOuS presse).
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Figure 3 : Efficacité de protection de trois éliciteurs (analogue de 1’acide salicylique, un
phosphonate (fongicide) et un phosphonate fertilisant), en fonction de la dose appliquée sur des
feuilles de vigne, 24h avant I’inoculation. Les courbes roses et bleu foncé correspondent chacune
a plusieurs souches mildiou de la vigne sensibles (rose) ou résistantes aux fongicides (bleu foncé).
Les courbes rouges et bleues correspondent a différents souches d’oidium appartenant au groupe
génétique A (rouge) ou B (Bleu).

Par ailleurs, des essais réalisés au vignoble avec deux de ces produits ont montré que
I’efficacité des défenses au vignoble varie selon I’organe (figure 4) considéré. C’est
particulierement vrai pour I’analogue d’acide salicylique qui conduit a des défenses de la vigne
qui protege mal les feuilles en cas de forte pression épidémique, mais a I’inverse conduit a une
trés forte protection des grappes, bien meilleure que celle procurée par un phosphonate utilisé
dans les mémes conditions. Ceci montre sans ambiguité, que selon [’éliciteur et I’organe
consideré, la mise en place des défenses de la vigne et leur efficacité peuvent étre variables, et
qu’il est nécessaire de connaitre le potentiel de I’¢liciteur choisi.

Analogue ASS

Figure 4 : Efficacité de protection de plusieurs traitements avec deux stimulateurs de défense
ou un fongicide, sur feuilles et grappes a la date du 2 aotit 2009, apres inoculation artificielle de
mildiou (Plasmopara viticola)
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QUEL EST DUETAT DE DEFENSE D’UNE PLANTE ET COMMENT LE METTRE EN
EVIDENCE AVANT DATTAQUE DU PATHOGENE ?

A I’aide de quelques génes marqueurs que nous avons choisi, nous avons développé une
méthode de PCR-quantitative qui permet d’évaluer le niveau d’expression d’une vingtaine de
genes d’intérét impliqués dans les défenses de la vigne (figure 5). Ainsi montrons-nous, que ces
genes sont fortement surexprimés apres une élicitation avec [’analogue de [’acide salicylique,
que les agents pathogenes seuls conduisent a une répression de ces genes de défenses. Apres
une ¢licitation et une infection par du mildiou ou de 1’oidium, ces geénes sont a nouveau
surexprimés a différents niveaux au cours du temps. Ces résultats nous ont permis de mettre en
¢vidence des génes marqueurs qui sont corrélés a I’efficacité des défenses (Dufour et al., 2013,
sous presse) d’un SDP, tels que les genes PR2, 6 et 8 qui codent pour des protéines de défenses
et qui seraient des marqueurs de protection, et des marqueurs de défenses tels que les genes PR1,
10, 3 (autres protéines de défense) et le géne codant pour la stilbéne synthase impliquée dans la
biosynthése des phytoalexines de la vigne. A partir de ces résultats, 1’outil moléculaire a été testé
au vignoble de 2009 a 2012, et nous montrons que 1’expression de certains génes semble étre
corrélée au niveau de protection.

Figure 5 : Représentation schématique des genes suivis et impliqués dans les différentes voies
de défenses de la vigne

Pour compléter cette étude moléculaire, I’analyse de polyphénols et en particulier de
stilbénes a été effectuée sur des feuilles élicités ou non, infectées ou non. Les analyses qualitatives
et quantitatives réalisées par HPLC ont montré que contrairement a certaines idées regues, les
quantités de resvératrol et de picéide augmentent dans les feuilles infectées, mais sans efficacité
réelle (Dufour et al., 2013). Par contre, apres élicitation, on note une augmentation d’un stilbéne
particulier, le ptérostilbéne, dont les quantités sont directement corrélées a 1’utilisation d’un SDP
et a son efficacité (figure 6).
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Figure 6 : Contenu en trans-resvératrol et en ptérostilbéne au cours du temps (heures apres
inoculation) dans des feuilles de vigne élicitées ou non avec un analogue de 1’acide salicylique
(BTH) et inoculées ou non avec I’oidium (En en bleu) ou avec du mildiou (Pv S ou R en rose et
violet).

Ce r6le du ptérostilbéne en tant que marqueur biochimique de 1’état de défense de la vigne
a ¢été retrouvé apres analyses du contenu en polyphénols de génotypes partiellement résistants
ou résistants a 1’oidium et au mildiou, ayant introgressé différents QTL de résistance, issus de
Muscadinia rotundifolia (plants fournis par D. Merdinoglu, INRA Colmar).

Au vignoble, I’analyse réalisée apres plusieurs traitements et juste avant 1’inoculation
artificielle de mildiou, révele I’importance des quantités de ptérostilbéne en tant que marqueur
de défenses efficaces vis-a-vis du mildiou, ainsi que la présence d’une molécule inconnue
également corrélée a I’efficacité des défenses.

A ce jour, cet outil « BioMolChem » innovant est le seul permettant d’évaluer 1’état de
défense de la vigne et ’efficacité de ces défenses, tant au laboratoire qu’au vignoble. Bien
évidemment, ces premiers résultats nécessitent une validation sur I’ensemble des millésimes de
2009 a 2011 (analyses en cours) et sur d’autres cépages.

PEUT-ON UTILISER LES SDP DANS DES STRATEGIES DE PROTECTION AU
VIGNOBLE ?

De nombreux essais ont été réalisés avec des SDP, peu ont donné lieu a des publications
scientifiques et généralement les pressions €pidémiques observées étaient plutot faibles ne
dépassant pas 20 % en fréquence d’attaque. Les expérimentations réalisées au vignoble au cours
de la these de Marie-Cécile Dufour, sous de fortes pressions épidémiques (inoculation artificielle
d’oidium ou de mildiou) montrent qu’il est possible de protéger efficacement les organes de la
plante (figure 4), mais avec parfois des effets inattendues, tels qu’un retard de véraison pour
certain SDP activant certaines voies hormonales. Ce retard est cependant rattrapé avant récolte.
Lutilisation de I’analogue de I’AS, responsable de ces retards de véraison a montré aussi une
bonne efficacité anti-botrytis.

Concernant, la maitrise de 1’utilisation des SDP, des travaux sont nécessaires permettant,
dans un futur proche, de les inclure dans des programmes de traitements. En effet, ces produits
ajoutés a des '2 doses de fongicides ou mis en alternance permettent dans nos conditions d’obtenir
d’excellents résultats et ce lors de forte pression épidémique (figure 7).

140



11¢ Journée Technique du CIVB - 5 février 2013

IS
&a

mTémoin
mBTH
OBTH/2
WBTH+M anco
mFoS

W BTH/M anco
EM anco/2

I
=)

w
a

w
o

N
o

HM ancozébe
mF0S/2
mB14J

@M 14)
HBTH/FOS
OBTH+FOS

-
[}

-
=)

Sévérité (% moyen d'attaque) 0

«

o

Figure 7 : Sévérité d’attaque du mildiou sur grappes en 2011 (juin et juillet), exprimée en %
moyen d’attaque. BTH+Manco ou BTH+FOS : demi-dose des deux produits en association,
BTH/2, Manco/2 et FOS /2 : produits appliqués a demi-dose, BTH/Manco ou BTH/FOS :
demi-doses des deux produits appliquées alternativement, B14J et M14J : BTH et Mancozebe
a pleine dose appliqués tous les 14 jours. BTH = analogue d’acide salicylique, Manco = dithane
ou mancozebe, Fos = phosphonate, témoin = parcelle non traitée avec les anti-mildiou et les SDP.

Dans ces conditions il serait possible d’envisager une diminution des intrants pesticides
de 30 a 50 %. Toutefois, il convient d’étre prudent et d’expérimenter sous différents millésimes
une telle utilisation des SDP.

Lutilisation des SDP peut également s’avérer d’un grand intérét dans le cadre de
I’utilisation future de génotypes de Vitis partiellement résistants a des maladies telles que
I’0oidium et le mildiou de la vigne. Nous avons montré ainsi qu’il est possible d’assurer une
protection compléte avec le soutien d’un SDP appliqué en conditions de laboratoire.

QUELLES PERSPECTIVES POUR DUTILISATION DES SDP ?

En terme de perspectives, il conviendrait de :

* Poursuivre ces études avec d’autres SDP de différentes origines, en conditions naturelles
et d’évaluer leur efficacité en association avec des molécules fongicides, ou lors de
pressions épidémiques faibles avec le soutien d’outil d’aide a la décision de les appliquer
judicieusement,

* [l serait intéressant également de combiner des SDP élicitant différentes voies de défense
et de mieux cerner la spécificité des SDP vis-a-vis des différents agents pathogenes. De
par leur spectre d’action large, I’efficacité des SDP mériterait d’étre évaluée sur d’autres
bioagresseurs (insectes, nématodes, mycoplasme, virus...) dans une vision plus globale
de la protection de la vigne.

Des études préliminaires semblent montrer que de tels produits pourraient étre utiles afin
de limiter le développement de botrytis et I’attaque et I’extension de nécroses par des
agents du dépérissement du bois de la vigne sur de jeunes boutures,

» Létude de ces SDP dans le cadre de la protection intégrée ou de 1’agriculture biologique
pourrait s’avérer un débouché intéressant,

* Etant donné, la variabilité des réponses des différents cultivars ou génotypes, une étude
sur leur efficacité en fonction des cépages et des conditions agronomiques sera
indispensable si nous voulons généraliser leur utilisation et s’assurer d’un bon niveau de
protection reproductible et limiter la variabilité.

141



11¢ Journée Technique du CIVB - 5 février 2013

Lavenir nous dira si la protection du vignoble sera « SDP or not SDP ? That is the
question », et dépendra pour partie de I’autorisation de mise sur le marché vigne de produits
efficaces.

Remerciements : Nous remercions le CIVB pour son soutien financier, I'INRA de Colmar
(D. Merdinoglu) pour les génotypes résistants, le laboratoire du Prof JM M¢érillon, et plus
particuliérement S. Cluzet et C. Lambert pour leur aide au cours des analyses d’HPLC, tout le
personnel de 'UMR SAVE et du PCT terrain qui a permis la réalisation des essais au vignoble
(G Taris, L Druelle, P Sauris).
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I. INTRODUCTION

La viticulture représente un intérét économique, gastronomique et culturel en France. Sa
préservation est un souci majeur face aux différentes agressions auxquelles elle est soumise.

Le projet de recherche que nous menons vise a améliorer les connaissances concernant
les mécanismes de défense naturelle de la vigne lorsque celle-ci est infectée par le mildiou
(Plasmopara viticola). étude se focalise sur des composés de faible masse (métabolites
secondaires de la plante) susceptibles d’étre impliqués dans les processus de défense des feuilles
de vigne. Notre approche fait appel a différentes techniques d’analyse et en particulier la
spectrométrie de masse de feuilles de vigne de variétés résistantes, sensibles mais également
hybrides issues de croisements.

Le premier aspect repose sur une exploration du contenu cellulaire général (étude
métabolomique) par spectrométrie de masse a tres haute résolution d’une population d’hybrides.
Cette derniere est issue de croisements entre des variétés résistantes et sensibles, présentant ainsi
des degrés de résistance variés au mildiou. Dans ce genre d’approche, des feuilles de la
population étudiée sont mises en contact avec le pathogene avant d’étre analysées et comparées
a une série de feuilles témoin. La comparaison des profils fait ressortir un certain nombre de
composés (ou métabolites) d’intérét qui sont sélectionnés afin d’étre soumis a un traitement
statistique permettant la mise en relief de ressemblances (ou de dissemblances) entre échantillons.

Le deuxieme aspect concerne le suivi moléculaire par spectrométrie de masse a temps de
vol de I’infection de feuilles de vigne par Plasmopara viticola. L outil original que constitue
I’imagerie par spectrométrie de masse permet de donner une information sur la localisation
directe sur les feuilles des composés impliqués dans la défense de la vigne (lieu de leur synthese
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par la plante). Un laser de longueur d’onde 266 nm est employé pour sa capacité a ioniser les
molécules organiques (les molécules doivent porter une charge électrique pour étre analysées
par spectrométrie de masse) présentes au sein des végétaux. En outre, la finesse du spot de ce
laser (de I’ordre de 40 um) permet de sonder de petites surfaces avec une résolution spatiale
¢levée.

Nous montrerons ici notre démarche ainsi que quelques résultats significatifs que nous
avons obtenus.

II. ETUDE METABOLIQUE DE FEUILLES DE VIGNE INFECTEES

Létude différentielle par spectrométrie de masse entre feuille infectée et feuille saine
(témoin) a pour but de confronter leurs profils métaboliques. La population étudiée est obtenue
par croisement variétal afin de présenter des degrés variés de résistance au mildiou. La sensibilité
au pathogene est repérée par 1’échelle de notation OIV-452 (Office International de la Vigne et
du Vin) s’étalonnant de 1 (pour les variétés sensibles) a 9 (pour les variétés résistantes). Deux
jeux d’échantillons sont générés, un premier inoculé avec le pathogéne Plasmopara viticola, un
deuxiéme servant de référence (groupe témoin) comportant des feuilles n’ayant subi aucun stress.
Les ¢échantillons obtenus!!l sont analysés par spectrométrie de masse a résonance cyclotronique
des ions a transformée de Fourier, dite a tres haute résolution (FTICRMS), associée a une source
d’ionisation par électrospray (ESI). Cet outil est particulierement bien adapté pour I’ interprétation
de mélanges aussi complexes que les extraits de feuille?l. En effet, la trés grande résolution de
ce spectrometre permet la distinction de composés de masse moléculaire trés proche et sa tres
grande exactitude de mesure de masse permet d’attribuer a chaque masse détectée, une formule
chimique. De plus, la possibilit¢ de mener des expériences de fragmentations des ions
moléculaires permet de conforter les hypotheses d’identification. La source €lectrospray quant
a elle préserve les especes fragiles lors du processus d’ionisation. L’analyse de la composition
chimique nécessite 1’extraction préalable des métabolites contenus dans la feuille car elle
s’effectue en phase liquide. Deux modes d’ionisation sont possibles : le mode positif et le mode
négatif. Pour cette étude, les analyses présentées sont réalisées en mode négatif car il fournit des
empreintes spectrales plus informatives. Ceci est vraisemblablement 1i¢é a 1’abondance de
métabolites acides et polyphénoliques.

1) Profilage métabolique par spectrométrie de masse
Un total de 582 spectres de masse a été obtenu se décomposant en 97 analyses (nombre
de génotypes) effectuées en triplicata des échantillons témoins et des échantillons inoculés. Un

exemple d’empreinte spectrale d’un échantillon inoculé et du méme échantillon sain (témoin)
est présenté en Figure 1.
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Figure 1 : spectre ESI-FTICRMS en mode de détection négatif de 1'échantillon inoculé de
génotype 7100H.

Apres identification, les ions observés ont pu étre principalement regroupés en 4 familles
moléculaires : des flavonoides, des sucres, des dérivés d’acide hydroxycinamique et des lipides.
En ce qui concerne les lipides, la plupart d’entre eux sont phosphorylés et il constituent 3 sous-
familles dont les représentants sont connus pour étre constitutifs des cellules des plantes voire
méme plus spécifiquement des chloroplastes (organites dans lesquels la photosynthése a lieu)l.
Ces lipides jouent en outre un role dans la régulation de la croissance de la plante et interviennent
¢galement dans ses mécanismes de défensel*l.

Nous avons alors établi une liste de 19 ions marqueurs représentatif de la variabilité inter
¢échantillon que, compte tenu du nombre de données générées, nous avons soumis a un traitement
statistique de type analyse en composante principale (ACP).

2) Traitement statistique de I’information

Avant traitement des données nous avons réduit a 50 individus notre étude en éliminant
certains échantillons qui pouvait potentiellement comporter un biais analytique en corrélant nos
observations a des dosages, principalement des flavonoides, obtenus par chromatographie en

phase liquide de métabolites.

2ACP des observations est présentée en Figure 2
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Figure 2 : Analyse en composantes principales des individus (50 hybrides). Les triangles
représentent les individus témoins (indexés T) et les cercles, les individus inoculés (indexés I).
Les numéros en gros représentent 1’OIV.

On observe une ségrégation nette entre les échantillons témoins et inoculés. Tout comme
les saccharides, les lipides sont fortement portés sur la droite de I’axe F1. Ils favorisent donc
cette séparation. Cependant, si ce travail permet de mettre en évidence la contamination des
feuilles de vigne par le mildiou, les échantillons ne sont pas classés par degré de résistance. Ceci
pourrait s’expliquer par le fait que la biosynthése de ces molécules est impactée par I’infection
mais pas forcément directement impliquée dans la défense de la feuille. Les résultats obtenus
par I’approche métabolomique apportent donc un faisceau d’informations intéressantes mais
comme toute méthode d’analyse, I’ensemble des composants d’un échantillon n’est pas
forcément détecté. Par exemple ici, les stilbénes sont des composés qui sont synthétisés par la
plante lorsque celle-ci est soumise a une attaque biotique ou abiotique. Ils n’ont cependant pas
pu étre détectés lors des analyses par ESI-FTICRMS alors que présents dans les échantillons
comme 1’ont révélées des analyses en chromatographie. Néanmoins, une information par
imagerie peut étre obtenue sur ces composes.

III. IMAGERIE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE

Ce volet concerne I’analyse in situ de feuilles de vigne au moyen de I’imagerie par
spectrométrie de masse (ISM). Cette technique permet d’obtenir des informations structurales
sur les composés détectés et une localisation directe sur la surface étudiée (information spatiale)
de ces mémes composés. Linstrumentation mise en jeu ici est la spectrométrie de masse a temps
de vol couplée a une source de désorption/ionisation laser. Ces analyses peuvent étre conduites
avec ou sans 1’utilisation de matrice (produit chimique intermédiaire d’ionisation préservant les
especes fragiles).
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1. Imagerie par LDI-TOFMS

Cette partie décrit les résultats obtenus en imagerie par désorption/ionisation laser (LDI)
c’est-a-dire sans utilisation de matrice. L’avantage de la LDI repose sur le fait que la préparation
de I’échantillon est tres simple, il suffit de fixer ce dernier sur la plaque d’analyse (Figure 3).
Ainsi, peu de parametres entrent en compte. Certains composés ne peuvent étre ionisés facilement
dans ces conditions.

1)

Découpe de petits morceaux
de feuilles infectées (ou non)
par Plasmopara viticola

Fixation sur une plaque MALDI-TOF
sans addition de matrice

Figure 3 : protocole d’échantillonnage et d’analyse de feuilles de vigne en imagerie LDI-
TOFMS. 1) De petits morceaux de feuille sont découpés au scalpel (environ 1cm?). 2) Ces
¢chantillons sont fixés sur la plaque d’analyse a I’aide d’un scotch en aluminium et 3) la plaque
d’analyse est insérée dans le spectrometre et I’analyse peut débuter (apres programmation de la
machine et sélection de la zone a cartographier).

a. Mode positif

Pour chaque expérience en imagerie, un certain nombre de parametres sont fixés. Ils
concernent I’énergie laser, la taille de I’impact laser (estimée a environ 40 pm), le pas qui sépare
deux tirs laser qui déterminera donc la résolution de la cartographie (fixée a 50 um), et enfin, le
nombre de tirs laser pour chaque point (établi a 50). Nous employons un laser de type Nd-YAG
a 266 nm pour plusieurs raisons : i) le spot de ce laser présente un profil gaussien, ii) le maximum
d’énergie se concentre sur une zone tres faible permettant de sonder de petites surfaces, iii) il
permet d’ioniser un grand nombre de molécules organiques. En mode positif, ce sont
principalement des ions moléculaires radicalaires (M.+) qui sont détectés, notamment pour des
composés de la famille des stilbénes (resvératrol et ptérostilbene).

La Figure 4 présente des images (2mm = 2mm) réalisées par spectrométrie de masse
provenant de deux échantillons de feuilles de Cabernet Sauvignon issues de plants élevés en
serre : un échantillon d’une feuille témoin (images A et B) et un échantillon a 5 jours apres
infection par Plasmopara viticola (images C et D). Ces images représentent la répartition sur
ces échantillons des ions caractéristiques soit du resvératrol a droite, ou soit du ptérostilbéne a
gauche. Pour les images A et B de la feuile témoin, on ne remarque aucune présence de
ptérostilbéne ou de resvératrol (intensité nulle) sur la zone analysée.
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Figure 4 : Image par spectrométrie de masse d’une surface ab axiale de feuille de vigne Cabernet
Sauvignon (dimensions: 2x2 mm). A) et B) distributions respectives des ions m/z 254
(ptérostilbéne) et m/z 228 (resvératrol) pour une feuille de Cabernet Sauvignon témoin. C) et D)
distributions respectives des ions m/z 254 et m/z 228 pour une feuille de Cabernet Sauvignon
analysée a 5 jours post-infection. Les structures moléculaires de ces deux ions sont représentées
en-dessous des images. [’échelle d’intensité est indiquée sur le coté, les 4 images ont été
normalisées deux a deux en fonction de I’intensité la plus élevée pour chaque composé présenté.
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Les images C et D de la Figure 4 correspondent a la feuille infectée. Des zones de
biosynthése importante de ces composés sont observables. Lorsque la feuille est en contact avec
le pathogene, elle réagit en synthétisant ces métabolites secondaires[5] et les molécules reconnues
pour intervenir directement lors de 1’attaque du pathogene sont notamment les stilbénes[6]. Les
deux stilbeénes présentés montrent une répartition de leur biosynthése similaire, colocalisée sous
I’effet du pathogéne. Les points trés intenses correspondent a des sites d’infection, en
I’occurrence les stomates, organes permettant a la feuille les échanges gazeux avec son
environnement. Ces deux composés permettent de différencier un échantillon inoculé d’un
¢chantillon témoin, puisque pour ce dernier, ils ne seront pas détectés car non synthétisés par la
feuille.
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b. Mode négatif

Le mode de détection négatif peut apporter des compléments d’analyse en révélant des
métabolites non détectables en mode positif. Dans ce mode, des ions radicalaires (M.-) par
capture d’¢lectrons ainsi que des ions déprotonés [M-H]- peuvent étre détectés. Nous avons pu
détecter ainsi la quercétine sur des feuilles prélevées cette fois en extérieur. La répartition de la
biosynthese de ce flavonoide est remarquable car elle est, comme les stilbénes, tres localisée. Le
travail d’évaluation de ce mode se poursuit actuellement.

2. Corrélation avec la fluorescence en microscopie confocale

En 2012, le Laboratoire d’Ecologie Systématique et Evolution (CNRS UMR 8079)
d’Orsay, I’Institut des Sciences du Végétale (CNRS UPR 2355 & FRC 3115) de Gif-sur-Yvette
et I’Equipe Génétique et Amélioration de la Vigne (UMR 1131) de I’'INRA de Colmar publiait
un article relatant le développement d une méthode de microscopie confocale pour la localisation
au niveau cellulaire des stilbénes induit par Plasmopara viticola dans les feuilles de vignel!”l.
Cette technique permet en outre de localiser ces stilbénes dans un espace a 3 dimensions ce que
ne permet pas la spectrométrie de masse. En revanche, si la microscopie confocale permet de
mesurer la fluorescence des stilbénes avec une grande sensibilité et une résolution spatiale bien
inférieure au micromeétre, cette détection reste soumise aux différences de viscosité du milieu de
détection et surtout ne donne pas d’information le type de stilbéne détecté contrairement a la
spectrométrie de masse. Des travaux de microscopie corrélatives ont été entrepris entre ces
équipes et la notre afin d’associer les avantages de chacune de ces détections. Bien qu’il reste
du chemin a parcourir, les premiers travaux sont encourageants.

3. Imagerie par MALDI-TOFMS

Lutilisation de matrice peut permettre de favoriser I’ionisation de composés plus fragiles.
Les matrices sont de petites molécules organiques qui absorbent 1’énergie délivrée par les photons
émis par le laser. Cette énergie est ensuite transmise aux molécules de I’échantillon en phase
gazeuse. Ce mode d’ionisation est plus doux que la LDI. Cependant, 1a désorption/ionisation laser
assistée par matrice (en anglais MALDI pour Matrix Assisted laser Desorption/Ionisation)
implique d’optimiser un certain nombre de parametres tels que le choix de la matrice, son mode
de dépdt, sa concentration et enfin la composition de son solvant. Le développement de I’imagerie
MALDI est mené sur un spectrometre de masse a temps de vol de type équipé d’un laser a 355nm.

Les premiers essais dans ce domaine s’effectuent sur extraits méthanoliques afin de
déterminer les matrices les plus appropriées a I’ionisation de nouveaux métabolites. Les premiers
essais constituent un point de départ encourageant pour 1’étude MALDI des feuilles de vigne.
En effet, jusqu’a présent, les flavonoides, a I’exception de la quercétine en mode négatif, n’avaient
pas été détectés en mode positif en LDI-TOFMS. Or les premiers spectres effectués montrent la
détection de la quercétine, la myricétine et surtout de viniférines, dimeres de resvératrol jamais
détectées auparavant en LDI-TOFMS voire méme en ESI-FTICRMS lors des études de profils
métaboliques. La suite de la démarche consistera a analyser toujours par MALDI-TOFMS un
broyat filtré de feuille fraiche. Ce type d’échantillon qui se rapproche plus de la complexité d’une
feuille que de son extrait méthanolique, pourra également fournir des informations plus riches.
Cette étape permettra en outre d’estimer les effets de matrice (baisse de sensibilité¢ de détection
due au milieu d’analyse devenu trés complexe). Les résultats obtenus nous guiderons pour le
choix de la matrice. Lorsque 1’ensemble des paramétres inhérents a 1’ionisation MALDI de ces
¢chantillons seront optimisés, des expériences d’imagerie in situ sur feuilles de vigne en MALDI-
TOFMS seront menées.
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IV. CONCLUSION

Les directions dans lesquelles peut s’engager la recherche pour la compréhension des
relations « hotes-pathogénes » des plantes sont nombreuses. Parmi celles-ci, 1’analyse globale
et in situ des métabolites secondaires de la plante par spectrométrie de masse est en plein essor
car cette technique permet d’accéder a I’identification des marqueurs d un phénomene biologique
(maladie, résistance, etc).

Ici, nous avons présenté 1’étude métabolomique menée par ESI-FTICRMS sur une
population d’hybrides de résistance variée au mildiou. Le travail d’identification a permis de
dégager un certain nombre de composés appartenant a des familles moléculaires variées
impactées par I’infection par cet oomycete. Les données spectrométriques ont été soumises a
I’analyse en composantes principales et nous avons observé une ségrégation franche entre les
deux sous-populations, infectée et témoin.

Dans un deuxieme temps, 1’étude consacrée a I’imagerie par spectrométrie de masse a
apporté des compléments d’information. Les expériences menées en LDI en mode positif et
négatif sont relativement rapides a mettre en ceuvre et permettent d’observer des molécules
d’intérét. Nous avons montré qu’il est possible dans ce cas de détecter et de localiser directement
sur I’échantillon des métabolites plus en rapport avec la résistance comme les stilbénes.

Comme nous I’avons montré, le développement instrumental progresse rapidement. Il reste
encore beaucoup a faire dans ce domaine pour cerner définitivement la relation qui unit
Plasmopara viticola aux dépens de Vitis vinifera.
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INTRODUCTION

Les conditions de production de raisin de qualité vont évoluer dans les années a venir avec
d’une part, les recommandations restrictives de 1’'usage des traitements phytosanitaires et d’autre
part, I’évolution climatique vers un réchauffement. A I’heure actuelle, beaucoup de producteurs
choisissent des itinéraires alternatifs pour protéger leur vignoble. En Aquitaine, la viticulture
biologique se développe a un rythme rapide : les surfaces consacrées a la vigne biologique ont
augmenté de plus de 30 % ces cinq derni¢res années. Si la communauté microbienne fermentaire
est désormais bien connue, I’écosysteme microbien a la surface de la baie de raisin a été beaucoup
moins étudié, notamment dans sa double composante, fongique et bactérienne. Il est désormais
bien établi que ces microorganismes sont retrouvés dans le mott puis dans le vin tout au long de
son ¢€laboration (Renouf et al., 2005, 2007). Peu de travaux sont consacrés a 1’étude de 1’origine,
de la composition de la communauté microbienne de la baie, et des facteurs environnementaux
susceptibles d’interagir sur son évolution.

Ce projet de recherche a pour objectif principal de décrire la dynamique et la diversité des
populations microbiennes de la baie de raisin puis d’évaluer I’impact de facteurs tels que le stade
phénologique, le micro — climat et les pratiques culturales. Ces données doivent contribuer a une
meilleure compréhension de I’écologie des communautés microbiennes présentes sur la baie de
raisin. En particulier, nous avons ciblé 1’étude de I’impact des produits phytosanitaires d’origine
cuprique tres utilisés en viticulture, indépendamment du mode de conduite du vignoble
(viticulture biologique, viticulture intégrée ou viticulture conventionnelle). Si I’écotoxicité du
cuivre sur les organismes telluriques et sur le fonctionnement biologique des sols n’est plus a
démontrer (Ranjard et al., 2006 a et b, 2008), son impact sur les communautés microbiennes de
la baie de raisin n’a jamais été évalué.
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Les travaux de cette thése ont été réalisés au Laboratoire de microbiologie, Faculté
d’OEnologie de Bordeaux — Institut des Sciences de la Vigne et du Vin. Cette étude dans le cadre
d’un axe de recherche établi depuis plusieurs années dans ce laboratoire, sur 1’étude de
I’écosystéme microbien du raisin au vin.

DIVERSITE ET DYNAMIQUE TEMPORELLE DE LA COMMUNAUTE
MICROBIENNE DE LA BAIE DE RAISIN

Pour cette étude, plusieurs parcelles de la région du Libournais ont été sélectionnées dans
trois zones viticoles : Pomerol, Lussac, Puisseguin. Sur chaque zone, deux propriétés, I’une en
viticulture conventionnelle, la seconde en viticulture biologique sont retenues, avec par ailleurs
une homogénéité du vignoble pour 1’age des pieds de vigne, taille et opérations en vert. Le merlot,
cépage dominant dans cette région, est présent sur les 6 parcelles. Par ailleurs, les trois zones
sont choisies pour des contrastes microclimatiques afin d’étudier I’incidence du microclimat sur
la diversité des communautés microbiennes présentes sur les baies de raisin. Pomerol est
considéré comme un terroir chaud et précoce, comparativement a Lussac et Puisseguin, définis
comme des terroirs plus frais (Bois 2007).

Pour chaque parcelle, trois placettes de prélevements sont identifiées assurant ainsi une
représentativité intra-parcellaire. Au total, 5 prélevements de baies sont réalisés stérilement, de
la véraison a maturité avancée (10-15 jours apres la date effective de maturité technologique).

Pomeral Lussae Puisseguin
PRSP Wiy e — | lirema sy Tl ST P e

Figure 1 : schéma décrivant les parcelles et le dispositif expérimental

Dans la plupart des travaux menés jusqu’a présent, la microflore était étudiée apres broyage
des baies, opération qui crée une premicre ¢tape de sélection des microorganismes (Bae et al.
2006 ; Nisiotou et al., 2007). Les colonies ainsi isolées sont proches de la réalité de 1’écosysteme
« mott », mais une partie de la microflore de la surface de la baie est éliminée par le pressurage
des grappes. Lapproche proposée dans ce travail différe en ce sens que nous lavons les baies
afin de récupérer la communauté microbienne présente a la surface du fruit. Nous avons utilisé
deux méthodologies complémentaires basées d’une part sur la culture des microorganismes sur
des milieux sélectifs et d’autre part, sur 1’analyse d’empreinte moléculaire de I’ADN extrait a
partir des échantillons d’eau de lavage de baies.
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Lanalyse des niveaux de population sur plusieurs millésimes montre une augmentation
progressive du stade de début véraison au stade de maturité. Les concentrations de levures et
bactéries sont voisines, depuis 10* UFC/gramme de raisin aux stades véraison, a 10°¢ UFC/gramme
de raisin au stade maturité et maturité avancée. Dans nos conditions expérimentales, la présence
de bactéries lactiques et acétiques n’est mise en évidence que pour les stades de maturité et
maturité avancée.

Afin de préciser la nature des genres/espéces de ces micro-organismes, nous avons identifié
puis mis en collection des isolats. Lidentification génétique des colonies bactériennes révele une
diversité importante comprenant 44 especes appartenant a 21 genres. Parmi eux, les genres
Pseudomonas et Micrococcus sont les plus représentés. La fréquence d’apparition de
Pseudomonas sp. est significativement supérieure aux deux premiers stades de maturation par
rapport aux stades de maturité ; la situation inverse est observée pour Micrococcus sp., qui est
majoritaire aux derniers stades de maturation (figure 2). Ainsi les especes a Gram négatif
décroissent au fur et a mesure de la maturation au profit des bactéries a Gram-positif, celles-ci
dominant ensuite dans le mott de raisin, puis lors de la vinification. Les espéces bactériennes
identifiées a la surface de la baie de raisin sont présentes dans d’autres compartiments de la plante,
notamment la rhizosphére ou I’endosphére (Compant et al., 2005, 2011). De nombreux travaux
rapportent, pour Pseudomonas, Acinetobacter et Pantoae spp, leur action bénéfique vis-a-vis de
la plante, et leur capacité potentielle a inhiber le développement de Botrytis cinerea en particulier
par des phénomenes de potentialisation et d’¢licitation (Compant et al., 2005 ; Haas et al., 2005).

Pour la population fongique, parmi les huit genres identifi¢s, les espéces appartenant au
genre Aureobasidium sont les plus abondantes et leur présence est vérifiée pour tous les stades
de prélevements. Aureobasidium pullulans est rapportée comme étant un agent potentiel de
biocontrodle vis-a-vis du développement de pathogeénes de la vigne et d’ Aspergillus, avec pour
conséquence, par exemple, une diminution de la production d’ochratoxine A au niveau des baies
de raisin (De Felice et al. 2008).
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Figure 2 : Evolution de la population cultivable levures/bactéries
au cours du développement de la baie

Létude de I’activité métabolique des communautés microbiennes a 1’aide des plaques
Biolog® nous a permis de déterminer 1’indice de diversité (indice de Shannon) et 1’activité
moyenne globale (AWCD) de la microflore a chaque prélevement (Tableau I). De fagon générale,
les valeurs d’indices de Shannon et d’AWCD sont significativement plus €levées au stade
maturité avancée.

153



11¢ Journée Technique du CIVB - 5 février 2013

Tableau I : Indice de diversité de Shannon et

AWCD calculés a partir de substrats Stade Indicede .| AweD  Ecorupe
dégradés, Plaque Biolog ® EcoPlate, pour les Shannon

oy [Déb Véraison) 3.27 0.10 1.00 0.25
différents stades et les parcelles de Pomerol et Tt o 00 Iy 01
Puisseguin en 2010. * indique des différences [Déb Maturite] 323 045 088 033
significatives (p < 0,05) ANOVA un facteur (Maturite] 3.18 0.7 0.74 038
« stade phénologique ». Les valeurs _(MatAancee) 4127 129 1.18" 048

représentent la moyenne des triplicatas.

Le stade maturité avancée constitue un groupe séparé des autres stades phénologiques,
tant sur le plan des niveaux de population que sur la diversit¢ métabolique. Les populations de
bactéries acétiques sont alors plus €levées et les levures fermentaires, bien que tres rares a la
surface de la baie de raisin, sont plus fréquemment détectées (non-Saccharomyces,
Brettanomyces) (Tableau II).

Région Stades Mode Saccharomyces spp. H: iasy M etschikowia Torulasp Candida Issatchenkia Brettanomyces
viticole Phén. cond. Spp. pulcherrima delbrueckii i je £ j
Lussac .
Début de Bio
M aturité
Conv
Débutde Bio +
Maturité Il
Conv
B + + + +
M aturité
Conv
M aturité
Avancée  Bio + - + + + + +

Tableau II : Détection d’especes de levures d’intérét cenologique par PCR en temps réel.
Echantillons provenant des vignobles de Lussac, campagne de 2008, a différents stades
phénologiques pour les parcelles en mode de conduite biologique (Bio) et Conventionnel (Conv).

Laugmentation de la concentration en sucres dans les exsudats de la baie de raisin est une
des raisons expliquant la dynamique des populations microbiennes et en particulier, les niveaux
¢levés de populations trouvées au stade de maturité avancée. Il existe une corrélation positive
entre les teneurs en sucres des exsudats de la baie de raisin (D-Glucose + D-Fructose) et les
niveaux de population cultivable, levure et bactérie.

MICROCLIMAT ET COMMUNAUTE MICROBIENNE DE LA BAIE DE RAISIN

Les trois terroirs viticoles étudiés dans ce travail se caractérisent par des microclimats trés
différents (Bois 2007). Pomerol est un terroir précoce, avec des températures moyennes plus
¢levées que celles mesurées a Lussac et Puisseguin, terroirs plus tardifs. Par ailleurs, I’humidité
relative est plus ¢levée a Lussac et Puisseguin par rapport a Pomerol (tableau III).
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A - Campagne B - Campagne
PagN® ty UM RR PAEN® tM UM RR
de 2009 de 2010
Pomerol 20.06 69.48 80.00 Pomerol 19.36 69.55 74.50
Lussac 18.83 71.72 96.00 Lussac 18.68 74.42 65.50
Puissepuin 18.22 72.37 87.50 Puisseguin 18.03 74.47 76.00

Tableau III : Données climatiques concernant la campagne de 2009 et 2010. TM : température
moyenne de l'air sous abri (°C); UM : humidité relative moyenne (%); RR : cumul des
précipitations en mm.

Nous avons étudié différents parameétres de la population bactérienne et fongique tels que
la structure, la densité et 1’activité métabolique. Dans la majorité des cas, les niveaux de
populations sont plus ¢élevés dans les terroirs plus tardifs de Puisseguin et de Lussac que dans
ceux de Pomerol. De méme, les indices de diversité métabolique des échantillons de Puisseguin
sont significativement supérieurs a ceux de Pomerol. Ainsi, dans la région du Libournais, les
zones climatiques plus fraiches et humides, favorisent le développement des micro-organismes.
Une activité de I’eau (Aw) sur la pellicule de raisin plus élevée pour la zone plus fraiche et humide
peut favoriser le développement microbien, et ainsi expliquer les valeurs les plus élevées de
populations et de diversité trouvées a Puisseguin par rapport a celles de Pomerol, terroir plus
chaud et sec.

CUIVRE ET COMMUNAUTE MICROBIENNE DE LA BAIE DE RAISIN

Les teneurs en cuivre dans les eaux de lavage des baies ont été déterminées pour les
¢échantillons prélevés en 2009 et 2010. Les valeurs fluctuent entre 0,05 pg/gr de baie et 7,5 ng/gr
de baie selon le millésime et le mode de conduite (Martins ef al., 2012). Une corrélation négative
entre niveaux de population, levures et bactéries, et concentration en cuivre des eaux de lavage
des baies est mise en évidence, pour deux millésimes (2009 exemple figure 3 et 2010)
indépendamment du terroir et du mode de conduite.
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Figure 4 : Corrélation entre la quantité de cuivre présent sur les baies de raisin et la population
cultivables sur milieu levure (LT) et bactéries (LB 1/10) pour les différents terroirs.
Campagne de 2009, aux stades début maturité I et début de maturité I1.
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De la méme fagon, nous avons réalisé une analyse de corrélation entre I’indice de diversité
calculé¢ a partir des profils métaboliques Biolog® (Lussac, 2010, mode biologique et
conventionnel, stades début et mi-véraison, début maturité) et les teneurs en cuivre des eaux de
lavage des baies (test de Spearman). [’analyse montre une corrélation négative tres significative
(p-value < 0,0001 ; ¥ = 0,90) entre I’indice de diversité (Shannon) et les niveaux de cuivre.

Enfin, nos résultats mettent également en évidence 1’impact du cuivre sur la structure de
la population bactérienne déterminée par empreinte moléculaire, en termes de diversité et de
richesse. Lanalyse de corrélation entre 1’indice de Shannon calculé avec les profils d’empreinte
moléculaire (Lussac, 2009, mode biologique et conventionnel) et les teneurs en cuivre des eaux
de lavage montre une corrélation négative significative entre les deux (p-value < 0,031 ; ¥ =
0,51). Cette corrélation est également significative pour 1’indice de richesse (p-value < 0,012 ;
it =0,58).

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) a été déterminée pour plusieurs formulations
de cuivre retrouvées dans les programmes de traitements phytosanitaires des parcelles étudiées.
Il s’agit du (CuSO4 + Ca(OH)2) ou du sulfate de cuivre (CuSQOs), constituant de la bouillie
bordelaise, de 1’oxyde de cuivre (Cu20), matiere active entrant dans la composition du produit
Nordox 74 WG (Nordox, AS - Oslo, Norvege), I’hydroxyde de cuivre (Cu(OH).) matiére active
entrant dans la composition du produit Champ™Flo (Nufarm, Auckland, Nouvelle Z¢lande). Le
sulfate de cuivre, pur ou sous forme de bouillie bordelaise, a I’effet inhibiteur le plus important.
Une CMI de 1 mg/mL pour 21 % des isolats, 2 mg/mL pour 71% et 4 mg/ml pour 8 % des isolats
testés est obtenue pour le sulfate de cuivre comme substance active (sans excipient). En ce qui
concerne la bouillie bordelaise, pour 96 % des isolats les valeurs de CMI varient entre 4 et 8
mg/L et un seul isolat dépasse la valeur de 16 mg/L. LChydroxyde de cuivre inhibe la croissance
de 48 % des individus avec des concentrations égales ou inférieures a 16 mg/ml. En revanche,
I’oxyde de cuivre a les valeurs de CMI les plus ¢élevées, avec 80 % de résistances a des
concentrations supérieures a 32 mg/mL.

SYNTHESE

Nos travaux mettent en évidence une dynamique temporelle de la communauté
microbienne a la surface de la baie de raisin. Les niveaux de population et la diversité de cette
communauté augmentent a partir des stades de début véraison et début maturité en particulier
aux stades de maturité avancée. Cette évolution est probablement liée au changement de la
matrice baie de raisin, et notamment 1I’augmentation de la teneur en sucre dans les exsudats. Les
populations cultivables fongiques et bactériennes se situent globalement a des niveaux
équivalents, ce qui montre que ces deux communautés se maintiennent en équilibre au sein du
biofilm établi a la surface de la baie.

Au cours de la maturation, I’enrichissement de cette communauté vient probablement de
la propagation de nouvelles especes par le vent, les insectes, des « splash » de pluie, ou encore
la poussiére de sol. D’un point de vue agronomique, les microorganismes isolés dans ce travail
sont décrits comme contribuant activement a la croissance et a la santé du végétal, notamment
comme agents potentiels de biocontrole vis-a-vis du développement de pathogenes de la vigne.
Ils jouent ainsi un role positif indirect sur la qualité de la récolte. La biodiversité¢ de cette
communauté décrite au cours de la maturation de la baie peut étre qualifiée de « positive ». Le
stade maturité avancé se caractérise par des niveaux de populations élevés et une biodiversité
importante. Mais pour ce stade particulier, cette diversité, qui inclue des bactéries acétiques, des
levures fermentaires type Brettanomyces peut se révéler « moins positive ».
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Différents facteurs environnementaux vont modifier les niveaux, la structure et la diversité
de cette population microbienne. Ainsi, les zones climatiques plus fraiches et humides, favorisent
le développement des micro-organismes.

Dans le contexte actuel de la réduction des intrants, 1’utilisation de produits inorganiques
(a base de cuivre et soufre), agréés en agriculture biologique et en agriculture raisonnée se
substitue aux produits phytosanitaires de synthése. Nos travaux mettent en évidence, pour la
premiere fois et a I’échelle de la parcelle, ’impact négatif des résidus cupriques de la baie de
raisin sur la densité, I’activité et la structure de la communauté microbienne, en particulier dans
sa fraction bactérienne. Ces résultats confirment que 1’usage des produits phytosanitaires
cupriques doit étre réfléchi, indépendamment du systeme de production ou du mode de conduite.
Ils montrent également I’importance du choix de la formulation du cuivre, pour son impact sur
la communauté bactérienne. Dans un dispositif expérimental incluant différentes modalités de
traitement (fréquence, nature des substances), il reste a comparer son effet par rapport a celui de
différents produits de synthese.

Ces travaux révelent enfin I'intérét des plaques Biolog™ comme indicateur microbien
simple et rapide a mettre en ceuvre au laboratoire. A destination des praticiens, cet indicateur
permet d’évaluer I’impact des pratiques viticoles sur la diversit¢ de la communauté microbienne
de la baie de raisin, par exemple dans le cas d’une reconversion en agriculture biologique.

Remerciement : les auteurs souhaitent remercier le Conseil Interprofessionnel du Vin de
Bordeaux ainsi que FranceAgriMer pour leur soutien financier.
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