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Le directeur général
Maisons-Alfort, le 3 février 2017

AVIS du 26 octobre 2016 révisé le 11 janvier 2017*
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation,
de I'environnement et du travail,

relatif a « Modification du couple temps-température du traitement a I’eau chaude
du matériel végétal »

L'’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L'Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail et de
I'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d'une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé des
végétaux et d’autre part I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que I'expertise et I'appui scientifique
technique nécessaires a I'élaboration des dispositions législatives et réglementaires et a la mise en ceuvre des mesures
de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont rendus publics.

L’Anses (ou I'Afssa ou I'Afsset) a été saisie le 18 décembre 2015 par la DGAI pour la réalisation de
'expertise suivante : Demande d’avis relatif & la modification du couple temps-température du
traitement a I'eau chaude du matériel végétal.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

La réglementation phytosanitaire relative a la flavescence dorée indique que le traitement a l'eau
chaude (TEC) du matériel végétal de la vigne doit étre réalisé avec un couple temps/température
de 45 minutes a 50°C (Annexe |V, Partie B. Art 32 de la Directive 2000/29/EC). Par ailleurs, le
traitement a I'eau chaude avec le couple temps/température de 45 minutes a 50°C a également
été validé par EFSA afin d'assainir le matériel végétal vis-a-vis de Xylella fastidiosa (Xf). Il est
repris dans la modification de la décision communautaire relative a Xylella fastidiosa adoptée le 23
novembre 2015.

Toutefois, selon certains professionnels, la réalisation de ce traitement a l'eau chaude
génere des problémes de reprise du matériel végétal et des retards de débourrements, néfastes a
la filiere viticole.

Face a ce constat, un programme d'étude de I'lFV a été cofinancé par FranceAgriMer et la
Fédération Francaise de la Pépiniere Viticole (FFPV). Cette étude démontre qu'un couple
temps/température de 35 minutes a 50°C permettrait d'assainir le matériel végétal de la vigne vis-

! Le paragraphe « Agrobacterium tumefaciens et Agrobacterium vitis » (page 4) a été remplacé.
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a-vis de la FD et ne présente pas les effets néfastes de problémes de reprise ou de retard au
débourrement.

Au regard de ces éléments, il est attendu de cette expertise de déterminer :

1- l'efficacité du traitement a I'eau chaude pour la flavescence dorée (FD) et Xylella fastidiosa (Xf)
avec couple temps/température de 35 minutes a 50°C.

2- l'efficacité du traitement a I'eau chaude avec les couples temps/température de 35 minutes a
50°C et de 45 minutes a 50°C sur :

- les organismes responsables de jaunisses de maniére générale,
- Xylophilus ampelinus,

- Phylloxera,

- Agrobacterium tumefaciens et Agrobacterium vitis,

- les nématodes vecteurs de virus,

- les insectes et plus particulierement aux stades de développement ceufs, larves,
nymphes.

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L'expertise releve du domaine de compétences du comité(s) d’'experts spécialisé(s) (CES)
« Risques biologiques pour la santé des végétaux ». L’Anses a confié I'expertise au groupe de
travail « Eau chaude ». Les travaux ont été présentés au CES tant sur les aspects
méthodologiques que scientifiques entre le 19 janvier 2016 et le 12 septembre 2016. lls ont été
adoptés par le CES « Risques biologiques pour la santé des végétaux » réuni le 12 septembre
2016.

L'Anses analyse les liens d'intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long
des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’'intéréts au regard des points traités dans le cadre
de I'expertise.

Les déclarations d'intéréts des experts sont rendues publiques via le site internet de I'Anses
(www.anses.fr).

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS bu CES

= Efficacité pour la Flavescence dorée (FD) et Xylella fastidiosa (Xf) avec le couple temps-
température de 35 minutes a 50°C.

o Comparaison de différents couples temps/température sur I'efficacité du
traitement vis-a-vis de la flavescence dorée basée sur I'analyse des travaux
de I'Institut francais de la vigne et du vin (IFV).
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Il ressort des travaux de I'lFV qu'un traitement de 35 minutes & 50°C a été efficace pour
éliminer la FD dans un premier essai réalisé en 2010 avec des plants fortement infectés. En
absence de symptdme en 2eme année, des résultats allant dans le méme sens ont été
obtenus dans un essai indépendant réalisé en 2011, quoique avec une infection tres faible
révélée par les témoins non traités. L'absence de manifestation de la FD ayant été également
obtenue avec des traitements a I'eau chaude (TEC) avec un temps moindre a 50°C et une
température moindre (48°C) pendant 35 minutes, une marge de sécurité raisonnable peut-étre
associée a l'efficacité contre la FD du TEC de 35 minutes a 50°C au regard de ces résultats.

o Comparaison de différents couples temps/température sur lI'efficacité du
traitement vis-a-vis Flavescence dorée et de Xylella fastidiosa basée sur
I'analyse de la bibliographie.

Les nombreux travaux réalisés par Caudwell et al. montrent la plage de TEC efficaces pour
détruite la FD. Caudwell retient qu'une température de 50°C est particulierement intéressante
par son efficacité pour des temps moyens de 30 a 60 minutes. C'est a dire comprenant le TEC
"35 minutes a 50°C" qui est l'objet de la présente saisine.

Les travaux de Goheen et al. donnent une plage d'efficacité des TEC contre la maladie de
Pierce (Pierce's disease ou PD) causée par X. fastidiosa. Cette plage reprise par Caudwell est
similaire a celle efficace pour la FD. Ces travaux indiquent que les deux agents pathogenes
sont efficacement contrélés par un TEC de 35 minutes a 50°C.

BN

Efficacité du traitement a l'eau chaude avec les couples temps/température de 35
minutes a 50°C et de 45 minutes a 50°C sur les organismes suivants : jaunisses de
maniére générale, Xylophilus ampelinus, Phylloxera, Agrobacterium tumefaciens et
Agrobacterium vitis, nématodes vecteurs de virus, insectes et plus particuliérement aux
stades de développement ceufs, larves, nymphe.

o Jaunisses de lavigne en général

Pour traiter les vignes contre les jaunisses signalées sur le territoire, des TEC de 35 et 45 min
a 50°C sont efficaces contre la FD et vraisemblablement le Palatinate grapevine yellows mais
inefficaces ou d'efficacité partielle car non soutenues par des essais concluants contre le Bois
noir et I'Aster yellows phytoplasma.

o0 Xylophilus ampelinus

Dans la mesure ou un TEC de 50°C pendant 20 min permet d’assainir des boutures de vigne
vis-a-vis de X. ampelinus, des TEC plus longs de 35 min ou 45 min a 50°C seront également
efficaces pour éliminer la bactérie. Une incertitude sur l'efficacité de ces paramétres de
traitement se situe au niveau de leur extrapolation a des boutures et des plants de vigne
infecté par un processus naturel qui pourrait avoir pour conséguence une sensibilité des
bactéries différente a la température par leur localisation ou leur physiologie. Cette incertitude
est cependant de faible niveau.

o0 Phylloxera

On peut extrapoler avec une incertitude de faible niveau que des TEC (35 et 45 min) et a
température (50°C) sont efficaces contre le phylloxera et ceci vraisemblablement a tous les
stades de développement de l'insecte.
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o Agrobacterium tumefaciens et Agrobacterium vitis?

A. vitis et A. tumefaciens biovar 1 présentent des biologies différentes et ne répondent pas de
la méme facon aux TEC. L’extrapolation des données expérimentales suggére avec une
incertitude modérée qu’'un TEC de 35 min et surtout de 45 min a 50°C pourrait étre efficace
pour assainir les plantes contre A. vitis. En revanche, méme en absence de donnée
expérimentale sur plants infectés, il est tres peu probable qu'un TEC de 35 min a 50°C
permette d’assainir des plants infectés par A. tumefaciens biovar 1. L’absence de données ne
permet pas d’évaluer I'efficacité d’'un TEC de 45 min a 50°C contre ce type d’agrobactérie.

o Nématodes vecteurs de virus

Les nématodes associés a la vigne sont rapidement détruits par des TEC a 50°C pour une
durée de quelques minutes et donc, le couple température-temps (50°C et 35 ou 45 min)
proposé dans la saisine ne devrait pas poser de problémes pour éliminer ce type d’organismes
s'il se trouvait étre présent dans les plants de vigne. Les nématodes vecteurs de virus sont des
ectoparasites qui ne sont pas transmis par les plants. Préconiser un TEC dans l'objectif de les
éliminer est donc inutile.

0 Insectes aux stades ceufs, larves et nymphes

En ce qui concerne les insectes, le TEC a été expérimenté sur peu d'organismes. Un TEC a
50°C pendant 45 min n’est pas totalement efficace pour rendre non-viables la totalité des ceufs
de Scaphoideus titanus. Une réduction importante de la production de larves est cependant
observée. Dans le cas de Planococcus ficus, I'extrapolation des essais de TEC suggére avec
une incertitude de niveau modéré a faible que des TEC de 50°C pendant 35 min ou 45 min
conduiraient a une mortalité compléte des ceufs de cochenille.

Conclusion du rapport

L’application de TEC sur des bois de vigne assainit de fagon générale les organes traités vis-a-
vis des bioagresseurs de la vigne. Cependant, les bioagresseurs ont des sensibilités
différentes aux traitements.

Les différentes données bibliographiques et les essais récents de I'IFV montrent qu'un
traitement des bois et plants de vigne a I'eau chaude pendant 35 minutes a 50°C est efficace
pour détruire le phytoplasme de la FD. Les données bibliographiques indiquent qu'il en est de
méme pour Xf.

Cependant, aucune donnée bibliographique ne permet de s’assurer de I'efficacité totale d’'un
traitement qui, dans sa durée ou la température d’application, ne respecterait pas les
conditions minimales de 35 minutes et 50°C. Dés lors, I'abaissement de la durée du traitement
de 45 a 35 minutes ne peut s’envisager que si la température de consigne du traitement de 50
°C est suffisamment maitrisée pour que la température réelle ne descende jamais en-dessous
de 49°C durant 35 minutes. En outre, pour maintenir une durée de traitement réellement

2 ce paragraphe remplace celui de I'avis du 26 octobre 2016 : A. vitis et A. tumefaciens biovar 1 présentent des
biologies assez différentes et ne répondent pas de la méme fagon aux TEC. Il est trés peu vraisemblable qu'un TEC
(50°C/35 min.) soit efficace pour assainir la vigne contre A. tumefaciens et il reste une incertitude élevée sur l'efficacité
d’'un TEC (50°C/45 min.). Il apparait ainsi qu'un TEC de 30 min. a 50°C permet de réduire les atteintes de Galle du collet
mais pas I'assainissement complet de la vigne vis-a-vis d’A. vitis. Une température plus élevée étant plus efficace, on
pourrait penser avec une incertitude modérée qu’une exposition plus longue, 35 min. et surtout 45 min. serait plus
efficace mais nous n’avons pas connaissance d’essai portant sur I'efficacité de TEC de 35 min. ou 45 min. a 50°C contre
A. vitis.
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efficace, celle-ci doit étre considérée quand le bain est a la température de consigne, c'est-a-
dire apres stabilisation de la température suite a I'immersion des plantes.

En ce qui concerne les jaunisses de la vigne, les données collectées dans la bibliographie et
les résultats expérimentaux fournis par I'lFV montrent une diversité de réponses au traitement
au sein des jaunisses qui se traduit par une tolérance a la température différente ; notamment
entre la FD et le bois noir. Un traitement a 50°C pendant 35 min est inefficace pour éliminer le
phytoplasme responsable du bois noir dans la vigne. Il n'y a pas de travaux suffisamment
robustes pour montrer qu’une durée de traitement de 45 min serait plus efficace. En ce qui
concerne les autres jaunisses, elles ne sont pas présentes sur vigne en France. La jaunisse du
Palatinat est présente sur aulne. Du fait de sa proximité taxonomique avec la FD, on peut
penser que sa sensibilité au TEC est similaire a celui de la FD avec une incertitude importante
du fait du manque de données expérimentales. Pour le phytoplasme de I'Aster yellow, la
littérature scientifique ne fournit pas de données permettant de montrer que ce TEC est
efficace.

En ce qui concerne Xylophilus ampelinus, un TEC de 50°C pendant 35 min ou 45 min est
efficace pour éliminer la bactérie. Une incertitude sur l'efficacité de ces paramétres de
traitement se situe au niveau de leur extrapolation a des boutures et des plants de vigne
infectés par un processus naturel qui pourrait avoir pour conséquence une sensibilité des
bactéries différente a la température par leur localisation ou leur physiologie. Cette incertitude
est cependant de faible niveau.

En ce qui concerne le Phylloxera, I'extrapolation des données de la littérature indique que des
TEC a 50°C pendant 35 min. ou 45 min sont efficaces contre le phylloxera et ceci
vraisemblablement a tous les stades de développement de l'insecte. Une incertitude modérée
subsiste car les parametres précis (50°C pendant 35 min ou 45 min) n’ont pas été testés.

En ce qui concerne les agrobactéries, A. vitis et A. tumefaciens biovar 1 présentent des
biologies différentes et ne répondent pas de la méme fagon aux TEC. L’extrapolation des
données expérimentales suggére avec une incertitude modérée qu'un TEC de 35 min et
surtout de 45 min a 50°C pourrait étre efficace pour assainir les plantes contre A. vitis. En
revanche, méme en absence de donnée expérimentale sur plants infectés, il est trés peu
probable qu'un TEC de 35 min a 50°C permette d'assainir des plants infectés par A.
tumefaciens biovar 1. L’absence de données ne permet pas d’évaluer I'efficacité d’'un TEC de
45 min a 50°C contre ce type d’agrobactérie.

En ce qui concerne les nématodes vecteurs de virus, ce sont des ectoparasites qui ne sont pas
transmis par les plants sans substrat. Le TEC est donc inutile dans I'objectif de la saisine.
Néanmoins, les nématodes vecteurs de virus associés a la vigne sont sensibles aux conditions
des TEC proposeés.

En ce qui concerne les insectes, le TEC a été expérimenté sur peu d’'organismes. Un TEC a
50°C pendant 45 min n’est pas totalement efficace pour rendre non-viables la totalité des ceufs
de Scaphoideus titanus. Une réduction importante de la production de larves est cependant
observée.

Dans le cas de Planococcus ficus, I'extrapolation des essais de TEC suggére avec une
incertitude de niveau modérée a faible que des TEC de 50°C pendant 35 min ou 45 min
conduiraient & une mortalité compléte des ceufs de cochenille.
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4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’ AGENCE

L'Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de I'environnement et du travalil
adopte les conclusions du CES.

Roger GENET

MOTS-CLES

Eau chaude, bactéries, insectes, jaunisses de la vigne, nématodes, flavescence dorée,
Xylella fastidiosa, Agrobaterium, Xylophilus, Phylloxera
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1 Annule et remplace le rapport du 26 octobre 2016 [Le tableau 9 (page 26) a remplacé le précédant
tableau 9 (annexe 4)].
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fastidiosa, Agrobaterium, Xylophilus, Phylloxera
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Présentation des intervenants

PREAMBULE : Les experts externes, membres de comités d’experts spécialisés, de groupes de
travail ou désignés rapporteurs sont tous nommés a titre personnel, intuitu personae, et ne
représentent pas leur organisme d’appartenance.

GROUPE DE TRAVAIL

Président

M. Xavier NESME — Ingénieur de recherche, INRA de Lyon, UMR 1418 Ecologie microbienne —
Spécialité : bactériologie, membre du CES RBSV.

Membres

M. Francois VERHEGGEN — Enseignant-chercheur, Université de Liege - Faculté de Gembloux
Agro-Bio Tech, Unité Entomologie fonctionnelle et évolutive — Spécialité : entomologie et
protection des végétaux, membre du CES RBSV.

M. Abraham ESCOBAR-GUTIERREZ - Chargé de recherche, INRA de Lusignan, UR
Pluridisciplinaire Prairies et Plantes Fourrageres — Speécialité : Modélisation en Agronomie,
Bioclimatologie et Ecophysiologie végétale, membre du CES RBSV.

M. Stéphan STEYER - Attaché scientifigue, Centre wallon de Recherches Agronomiques,
Département Sciences du Vivant, Unité Biologie des nuisibles et biovigilance — Spécialité : —
Spécialité : virologie, membre du CES RBSV.

M. Etienne HERRBACH — Chargé de recherche, INRA de Colmar, UMR Santé de la Vigne et
Qualité du Vin — Spécialité : entomologie, vecteurs de virus. Expert extérieur.

COMITE D’EXPERTS SPECIALISE

Les travaux, objets du présent rapport ont été suivis et adoptés par le CES « Risques Biologiques
pour la Santé des Végétaux » :

Président

M. Philippe REIGNAULT — Professeur des universités, Université du Littoral Céte d'Opale, Unité
de Chimie Environnementale et Interactions sur le Vivant

Membres

Mme. Marie-Hélene BALESDENT — Chargée de recherche, INRA de Versailles-Grignon, UMR
BlOlogie et GEstion des Risques en agriculture

M. Philippe CASTAGNONE - Directeur de recherche, INRA PACA, Institut Sophia Agrobiotech
M. Bruno CHAUVEL — Chargé de recherche, INRA de Dijon, UMR Agroécologie
M. Nicolas DESNEUX — Chargé de recherche, INRA PACA, Institut Sophia Agrobiotech

Mme Marie-Laure DESPREZ-LOUSTAU - Directrice de recherche, INRA de Bordeaux, UMR
Biodiversité, Genes & Communautés
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M. Abraham ESCOBAR-GUTIERREZ - Chargé de recherche, INRA de Lusignan, UR
Pluridisciplinaire Prairies et Plantes Fourragéeres

M. Laurent GENTZBITTEL - Professeur des universités, Ecole Nationale Supérieure Agronomique
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M. Hervé JACTEL — Directeur de recherche, INRA de Bordeaux, UMR Biodiversité, Génes &
Communautés

M. Xavier NESME — Ingénieur de recherche, INRA, UMR 5557 Ecologie microbienne

M. Stéphan STEYER - Attaché scientifigue, Centre wallon de Recherches Agronomiques,
Département Sciences du Vivant, Unité Biologie des nuisibles et biovigilance

M. Frédéric SUFFERT — Ingénieur de recherche, INRA de Versailles-Grignon, UMR BIOlogie et
GEstion des Risques en agriculture

Mme Valérie VERDIER — Directrice de recherche, IRD, UMR Résistance des Plantes aux
Bioagresseurs

M. Eric VERDIN — Ingénieur de recherche, INRA, Unité de pathologie végétale d’Avignon

M. Francois VERHEGGEN - Enseignant-chercheur, Université de Liege - Faculté de Gembloux
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1 Contexte, objet et modalités de traitement de la
saisine

1.1 Contexte

La réglementation phytosanitaire relative a la flavescence dorée indique que le traitement a
leau chaude (TEC) du matériel végétal de la vigne doit étre réalisé avec un couple
temps/température de 45 minutes a 50°C (Annexe IV, Partie B. Art 32 de la Directive 2000/29/EC).
Par ailleurs, le traitement a lI'eau chaude avec le couple temps/température de 45 minutes a 50°C
a également été validé par EFSA afin d'assainir le matériel végétal vis-a-vis de Xylella fastidiosa
(Xf). 1l est repris dans la modification de la décision communautaire relative a Xylella fastidiosa
adoptée le 23 novembre 2015.

Toutefois, selon certains professionnels, la réalisation de ce traitement a I'eau chaude
génere des problémes de reprise du matériel végétal et des retards de débourrements, néfastes a
la filiere viticole.

Face a ce constat, un programme d'étude de I'lFV a été cofinancé par FranceAgriMer et la
Fédération Francaise de la Pépiniere Viticole (FFPV). Cette étude démontre qu'un couple
temps/température de 35 minutes a 50°C permettrait d'assainir le matériel végétal de la vigne vis-
a-vis de la FD et ne présente pas les effets néfastes de problémes de reprise ou de retard au
débourrement.

1.2 Objet de la saisine

Au regard de ces éléments, il est attendu de cette expertise de déterminer :

1- I'efficacité du traitement a I'eau chaude pour la flavescence dorée (FD) et Xylella fastidiosa (Xf)
avec couple temps/température de 35 minutes a 50°C.

2- l'efficacité du traitement a I'eau chaude avec les couples temps/température de 35 minutes a
50°C et de 45 minutes a 50°C sur :

- les organismes responsables de jaunisses de maniére générale,
- Xylophilus ampelinus,

- Phylloxera,

- Agrobacterium tumefaciens et Agrobacterium vitis,

- les nématodes vecteurs de virus,

- les insectes et plus particulierement aux stades de développement ceufs, larves,
nymphes.
1.3 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

L'’Anses a confié au CES « Risques biologiques pour la santé des végétaux » (RBSV)
l'instruction de cette saisine.
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Les travaux d’expertise ont été soumis au CES. Le rapport produit par les rapporteurs tient
compte des observations et éléments complémentaires transmis par les membres du CES.

La version finale du rapport a été présentée au CES pour discussion, tant sur les aspects
méthodologiques que scientifiques.

1.4 Prévention des risques de conflits d’intéréts

L’Anses analyse les liens d'intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au
long des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans le
cadre de I'expertise.

Les déclarations d'intéréts des experts sont rendues publiques via le site internet de I'Anses
(www.anses.fr).
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2 Efficacité du traitement a I'eau chaude

2.1 Efficacité pour la Flavescence Dorée (FD) et Xylella fastidiosa (XF)
avec couple temps/température de 35 minutes a 50°C

Le groupe de travail (GT) a examiné les éléments bibliographiques et rapports en sa possession
qui permettent de déterminer le niveau d’efficacité d'un traitement de 35 minutes a 50°C pour
éliminer la flavescence dorée (FD) et Xylella fastidiosa (Xf). Dans la mesure ou la saisine est
relative a une question posée par la filiere viticole, le GT s'est limité a analyser l'effet de
traitements & I'eau chaude de la vigne sur la survie des agents pathogénes FD et Xf. En revanche,
I'effet du traitement sur la reprise du matériel végétal viticole étant hors saisine, celui-ci n'a pas été
analysé.

2.1.1 Comparaison de différents couples temps/température sur I'efficacité du
traitement vis-a-vis de la FD

Analyse du rapport de I'lFV du programme FranceAgriMer. Le rapport technique "Traitement a
l'eau chaude des bois et plants de vigne" de I'lFV dans le cadre du programme FranceAgriMer
2011-2012 qui a motivé la saisine est donné en annexe de cette derniére. Le rapport étant assez
succint, TANSES a contacté I'IFV pour avoir un supplément d'informations sur les expérimentations
présentées dans ce rapport. M. Pascal Bloy, auparavant directeur de 'ENTAV et actuellement
directeur du péle national "Matériel Végétal" de I'IFV a rencontré le GT le 15 mars 2016 dans les
locaux de 'ANSES a Maisons-Alfort. M. Bloy — qui n'a pas réalisé les expérimentations et n'est pas
l'auteur du rapport de I'lFV — a présenté au GT un diaporama concernant un ensemble d'essais
menés par I'IFV en 2010-2012 qui avaient pour but de tester différents couples temps/température
sur l'efficacité du traitement a l'eau chaude (TEC) (i.e. sur matériel végétal contaminé) et
d'analyser l'effet des TEC sur la reprise des bois et plants de vigne (i.e. sur matériel végétal sain).
Le diaporama présenté a cette occasion est en annexe du présent rapport. M. Bloy nous a fourni
en particulier des éléments sur les effectifs de boutures testés qui ne figuraient pas dans le
rapport.

Les essais de traitements effectués en 2011 et 2012 sont la suite d'une série d'essais de TEC
conduits en 2000, 2001 et 2003 avec différents couples temps/température. De ces premiers
essais, il ressortait que des TEC avec des temps inférieurs ou égaux a 25 minutes a une
température inférieure ou égale a 50°C sont pratiquement toujours inefficaces, alors que les TEC
de 35 et 40 minutes a 50°C étaient tous efficaces. Entre ces conditions, un TEC de 30 minutes a
50°C conduit en 2003 avec un lot de 300 plants a montré la présence de 1% de plants
contaminés aprés traitement, démontrant I'existence d'un risque sanitaire d'un TEC dans ces
conditions.

Les essais de I'IFV faisant I'objet du rapport ont été réalisés avec des boutures présumées
infectées, prélevées sur des pieds-méres présentant des symptbmes de FD a des degrés ou
pourcentages variés. L'efficacité des TEC a été évaluée par le suivi des boutures plantées sous
serre « insect-proof » pour suivre I'extériorisation des symptdmes sur les feuilles et ultérieurement
par la vérification de I'absence du phytoplasme par des tests de biologie moléculaire sur feuille ou
racine.

Les premiers essais ont été conduits en 2010 (observation des effets en 2011 et 2012). A noter
gue la maladie pouvant se manifester la deuxiéme année sur des plants témoins ne
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présentant pas de symptéme la premiere année, l'efficacité des TEC a été évaluée par |'état
sanitaire des plantes aprés deux années successives d’observation. Ce point est important &
considérer dans I'examen des données bibliographiques.

Tableau 1. Résultats des essais de TEC conduits en 2010 (Rapport IFV)

Année Témoin non traité 48°- 35’ 48° - 45’ 50° - 30’ 50° - 35’ 50° - 45’
2011 15 FD " 40 " / / / / /
saines
14 mortes
2012 1ED 5FD / / [ / /

Le Tableau 1 (repris du rapport de I'IFV) montre qu'il y avait 55 boutures issues de 2010 et
observables & partir de 2011 dans le lot témoin (= ayant repris). Chaque traitement a été conduit
avec au moins 90 boutures, mais les données fournies tiennent compte a la fois du taux de reprise
et de l'efficacité du traitement.

En résumé des discussions avec M. Bloy illustrées par le diaporama (annexe 3), hous avons noté
gue pour tous les TEC : (i) le taux de reprise était supérieur a 73,5% et aucun plant n'a été malade
méme aprés deux ans d'observation et (ii) que le taux de reprise était relativement faible (43%) sur
les 90 boutures initiales (Diapositive 12). Le taux d'infestation des boutures témoins révelé apres
deux années d'observation, rapporté aux boutures ayant effectivement repris, était de 36%
([15+5]/55). En ce qui concerne les différents TEC, seuls sont indiqués dans le tableau du rapport
de I'IFV des "I" pour absence de symptéme aprés deux ans d'observation. Toutefois, il nous a été
indiqué que le taux de reprise était supérieur a 75% pour tous les traitements, donc avec au moins
67 plantes (75% de 90) observées par traitement.

En prenant la loi de Poisson comme approximation raisonnable de la loi binomiale pour de faibles
pourcentages, un symptéme aurait été détecté dans un lot de 67 plants si celui-ci provenait d'une
population contaminée a 4,5% ou plus (test significatif au risque 5%). Le méme raisonnement
pouvant étre fait avec tous les essais, il apparait que tous les TEC testés ont conduit a abaisser le
taux de maladie de 36% voire plus (si on suppose qu'une partie des non-reprises dans le lot
témoin est associé a la FD puisque le taux de reprise est trés inférieur a celui des plants traités) a
un taux résiduel au maximum égal a 4,5%.

De nouveaux essais ont été conduit en 2011 avec des effectifs plus importants (/" veut dire ici O
sur un effectif maximal de 80 (pour 160 plants traités, la mortalité ayant atteint 50% des boutures
cette année, Cf. Diaporama page 65) (Tableau 2). Cependant, afin de se placer dans des
conditions plus proches de la pratique (ou les boutures traitées a I'eau chaude sont prélevées dans
des parcelles peu ou apparemment pas atteintes de FD), le taux de contamination des plants était
trés inférieur & celui de l'essai de 2010 (2% ici en premiére année contre 27% dans l'essai de
2010) rendant trés peu fiable I'évaluation de l'efficacité des TEC car au seuil de 5%, un symptéme
aurait été détecté avec certitude dans un lot de 80 plants si celui-ci provenait d'une population
contaminée a au-moins 5%). L'efficacité de chaque TEC pris individuellement ne peut donc étre
validée statistiquement. La vérification de I'absence de symptdme aprés deux années n'était pas
encore réalisée au moment de la rédaction du rapport, mais M. Bloy a indiqué au GT qu'aucune
plante n'avait présenté des symptémes de FD deux ans apres les TEC.
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Tableau 2. Résultats des essais de TEC conduits en 2011 (rapport IFV)

Tvoe Témoin
P non 48°-30" | 48°-35' | 48°-45' | 49°-30’ | 49°-35’ | 50°-30' | 50°-35' | 50°-45
phytoplasme e
traité
FD (160btlot) | 5o, / / / / / / / /
Svariétés

En conclusion, il ressort des travaux de I'lFV gu'un traitement de 35 minutes a 50°C a été efficace
pour éliminer la FD dans un premier essai réalisé en 2010 avec des plants fortement infectés. En
absence de symptbme en 2éme année, des résultats allant dans le méme sens ont été obtenus
dans un essai indépendant réalisé en 2011, quoique avec une infection tres faible révélée par les
témoins non traités. L'absence de manifestation de la FD ayant été également obtenue avec des
TEC avec un temps moindre & 50°C et une température moindre (48°C) pendant 35 minutes, une
marge de sécurité raisonnable peut-étre associée a l'efficacité contre la FD du TEC de 35 minutes
a 50°C au regard de ces résultats.

2.1.2 Autres données bibliographiques et comparaison de différents couples
temps/température sur |'efficacité du traitement vis-a-vis FD et Xf

Les travaux de I'lFV confirment les nombreux travaux réalisés par Caudwell et al. (1990, 1997)
résumeés dans la Fig. 1 montrant la plage de TEC efficaces pour détruite la FD. Caudwell retient
gu'une température de 50°C est particulierement intéressante par son efficacité pour des temps
moyens de 30 & 60 minutes. C'est & dire comprenant le TEC "35 minutes & 50°C" qui est I'objet de
la présente saisine.

En outre, les travaux de Goheen et al. (1973) (Figure 1 a droite) donnent une plage d'efficacité des
TEC contre la maladie de Pierce (Pierce's disease ou PD) causée par X. fastidiosa. Cette plage
reprise par Caudwell dans la figure de gauche est similaire a celle efficace pour la FD. Ainsi, les
deux agents pathogenes sont efficacement contrélés par un TEC de 35 minutes a 50°C. De
plus, des travaux sur la croissance de X. fastidiosa ont montré que la bactérie ne survit pas au-
dela de trois jours a 37°C in planta et que sa croissance est nulle au-dela de 34°C in vitro (Figure
2) (Feil & Purcell, 2001).

Avec 35 minutes a 50°C, une marge de sécurité en temps d'exposition existe puisque les travaux
de ces auteurs montrent qu'un contréle efficace des deux agents pathogénes est également
possible avec une exposition de 20 minutes. Cependant, avec 20 minutes, on est trés proche du
temps de traitement critique ou le TEC n'est plus totalement efficace. Cette zone de TEC critique
est donnée par les droites en bas des graphes. C'est sur la base de ces travaux, et en gardant une
marge de sécurité, que la norme réglementaire pour le TEC de la vigne a été fixée a 30 minutes a
50°C en Australie (Department of Agriculture, Fisheries and Forestry, 2013) et a 35 minutes a
50°C au Canada (http://www.inspection.gc.ca/vegetaux/phytoravageurs-especes-envahissantes
/directives/date/d-94-34/fra/1321940472117/1321940825401)

Cependant, la compilation des résultats des essais de TEC obtenus par Caudwell et al. et Goheen
et al. et ceux conduits par I'lFV en se focalisant sur les conditions de TEC faisant I'objet de la
saisine montre que la condition 30 minutes a 50°C est dans une zone de fiabilité critique car
elle s'est révélée inefficace contre la FD dans les essais de 2003 de I'lFV (Figure 3). Cette
figure montre en revanche qu'un TEC de 35 minutes a 50°C est dans la zone d'efficacité définie
par les différents auteurs avec une marge de 5 minutes au-dessus du temps d'exposition critique a
50°C et de 1,5°C au-dessus de la température critique pour un temps d'exposition de 35 minutes.
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Figure 2. Plage de TEC efficaces pour détruire la FD (a gauche, Caudwell et al., 1990) et Xf (& droite, Goheen et al., 1973)
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Figure 3. Taux de croissance in vitro de Xf et autres bactéries a différentes températures (Feil &
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Figure 4. Compilation des résultats des essais de TEC avec différents couples temps/température

chez FD et Xf

La courbe verte indique la zone de conditions au-dessus desquelles les TEC sont efficaces pour éliminer
aussi bien le phytoplasme de la flavescence dorée (FD) que X. fastidiosa (Xf), alors que les courbes rouge
et violette indiquent les zones de conditions au-dessous desquelles les TEC sont inefficaces pour éliminer

respectivement FD et Xf d'aprés Goheen et al. (1973) et Caudwell et al.,

(1990). Les croix et les cercles

indiquent respectivement les TEC qui ont été efficaces ou non dans les essais conduits par I'lFV en 2000,
2001, 2003 et 2010 (les essais de 2011 conduits avec des plants trés faiblement contaminés et donc trés
peu significatifs quant a I'efficacité des TEC n'ont pas été considérés dans cette compilation).

Septembre 2016 révisé le 11 janvier 2017

page 14 /65



Anses e rapport d'appui scientifique et technique Saisine « n° 2015-SA-0266 »

2.1.3 Conclusion sur la premiere partie de la saisine concernant FD et Xf

Les différentes données bibliographiques et les essais récents de I'lFV montrent qu'un traitement
des bois et plants de vigne a lI'eau chaude pendant 35 minutes a 50°C est efficace pour détruire le
phytoplasme de la flavescence dorée. Les données bibliographiques indiquent qu'il en est de
méme pour Xf.

Cependant, aucune donnée bibliographique ne permet d’assurer I'efficacité totale d’un traitement
gui, dans sa durée ou la température d'application, ne respecterait pas les conditions minimales de
35 minutes et 50°C. Des lors, I'abaissement de la durée du traitement de 45 a 35 minutes ne peut
s’envisager que si la température de consigne du traitement de 50 °C est suffisamment maitrisée
pour que la température réelle ne descende jamais en-dessous de 49°C durant 35 minutes. En
outre, pour maintenir une durée de traitement réellement efficace, celle-ci doit étre considérée
quand le bain est a la température de consigne, c'est-a-dire apres stabilisation de la température
suite & I'immersion des plantes.

2.2 Efficacité du traitement a l'eau chaude avec les couples
temps/température de 35 minutes a 50°C et de 45 minutes a 50°C
sur les organismes suivants : jaunisses de maniere générale,
Xylophilus ampelinus, Phylloxera, Agrobacterium tumefaciens et
Agrobacterium vitis, nématodes vecteurs de virus, insectes et plus
particulierement aux stades de développement ceufs, larves,
nymphes

2.2.1 Jaunisses de lavigne en général

Le terme "jaunisses" décrit un syndrome de jaunissement des feuilles causé par divers
phytoplasmes souvent difficiles a différencier en absence de méthodes moléculaires (Tableau 3).

Outre la FD, d'autres "jaunisses" a phytoplasmes sont connues sur la vigne au niveau mondial
(<https://fr.wikipedia.org/wiki/Jaunisse de la_vigne>). La premiere classification des
phytoplasmes, organismes non cultivables, est basée sur la séquence tres conservée du gene de
'ARN 16S. Six groupes contiennent un ou plusieurs agents de jaunisses de la vigne dans le
monde (Boudon-Padieu, 2005). Sont signalés en Europe : le Bois noir (Ca. P. solani, groupe
16SrXIl-A), la Jaunisse du Palatinat (Palatinate grapevine yellows ou PGY, groupe 16SrV)
(Maixner, 2006 ; Belli et al., 2010 ; Bertaccini, 2015), et I'Aster yellows (causé par le aster yellows
phytoplasma ou AYP, groupe 16Srl) signalé sporadiqguement en Italie et en Allemagne (Alma et al.,
1996 ; Ipach et al., 2012).
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Tableau 3. Etat actuel de la caractérisation moléculaire, de la biologie et des vecteurs de
phytoplasmes responsables de jaunisses de la vigne (d’aprés Constable, 2010)

Grapevine yellows  Phytoplasma name Ribosomal Known insect Preferred host Occurrence
disease group vector to grapevine plants of vector
(subgroup)
Flavescence dorée FD 16SrV(-C, -D)or Scaphoideus Vitis sp. Austria, Croatia,
EY titanus Ball France, Italy,
Hungary,
Portugal, Spain,
Serbia, Slovenia,
Switzerland
Palatinate  grapevine PGY 16SrV or EY Oncopsis alni Alnus glutinosa L. Germany
yellows Schrank
Bois noir, Legno nero, ‘Candidatus 16SrXII-A or Hyalesthes Convolvulus Europe,
Vergilbungskrankheit phytoplasma solani’ stolbur obsoletus Sign arvensis L. Urtica Lebanon
Schwarzholzkrankheit dioica L.,
Ranunculus,
Solanum,
Lavandula
Australian  grapevine ‘Candidatus 16SrXII-B ND* ND Australia
yellows Phytoplasma
australiense’
Australian  grapevine Tomato Big bud (TBB) 16SrXII-D ND ND Australia
yellows
Australian  grapevine ‘Candidatus 16Srl (-B,-C) or ND ND Australia
yellows Phytoplasma AY
australasia’
Buckland valley BVGY 16Srl-related or ND ND Australia
grapevine yellows (Aus) AY-
Grapevine yellows Aster yellows (AYP) 165rl (-B, -C) or ND ND Italy,Chile,
AY Tunisia
North American  Virginia grapevine 16Srl-A or AY ND ND Virginia (UA)
grapevine yellows vyellows | (NAGY I)
(NAGY)
Western X 16Srlll-1 or WX ND ND New York (USA)
Virginia grapevine Virginia (USA)
yellows Il (NAGYIII)
‘Candidatus
Grapevine yellows Phytoplasma fraxini’ 16SrVii ND ND Chile
X-disease
Grapevine yellows 16Srlll ND ND Italy, Israel

*ND : non déterminé

Contrairement a la FD, le Bois noir (BN) n'est pas une maladie a lutte obligatoire en France, sauf
si l'arrété préfectoral demande la lutte conjointe contre la FD et le BN par arrachage (Note de
service DGAL/SDQPV/2015-817 du 23/09/2015 ; Fiche pratique IFV Sud-Ouest) — car la distinction
entre les deux maladies est tres difficile a faire sur la base de la symptomatologie et nécessite des
méthodes de laboratoire. Si le BN infecte de nombreux hoétes spontanés, il n'infecte cependant la
vigne que par l'intermédiaire de vecteurs non ampélophages et ne s'y dissémine donc pas
davantage (maladie non épidémique).

Le TEC contre le BN n'est pas obligatoire, mais la fiche pratique de I'lFV Sud Ouest précise : "Le
traitement a l'eau chaude des bois et plants préconisé dans le cadre de la lutte contre la
flavescence dorée est efficace sur le bois noir (50°C pendant 40 minutes)". Les données
expérimentales qui ont conduit a cette préconisation ne sont cependant pas disponibles. En outre,
le rapport de I'lFV annexé a la saisine dont est issu le Tableau 4 ci-dessous montre qu'un TEC de
30 minutes a 50°C n'a pas éliminé le BN. Il n'y a pas eu d'essai de TEC de 35 min & 50°C. Par
contre, aucun symptdome de BN n'a été observé avec un TEC de 45 minutes a 50°C. Ce résultat
est cependant a prendre avec précaution car les effectifs analysés sont petits (55 par lot).
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L'intervalle de confiance d'un ratio de 0/55 est de 0 a 7% au seuil 5%, indiquant qu'un tel résultat,
0/55, aurait pu étre observé dans 5% des cas avec un lot présentant jusqu'a 7% de plants malades
I Les autres travaux de TEC effectués sur le bois noir confirme cette observation (Tassart-Subirats
et al., 2003 ; Borgo et al ., 1999; Bianco et al ., 2000; Bertaccini et al ., 2001; Mannini & Marzachi,
2007). C'est pourquoi, en absence de données supplémentaires, il n'est pas possible de conclure
sur |'efficacité du TEC 45 minutes a 50°C pour éliminer le phytoplasme du BN.

Tableau 4. Efficacité de TEC (a différentes combinaisons temps/température) sur des boutures de
vigne contaminées par le BN (rapport IFV)

Tvoe Témoin

hYtOWIJasme non 48°-45' | 50°-30" [ 50°-45’
prylop traité

BN (s5btiot) | o, 4% 2% /
Chardonnay

L'agent du BN apparait donc moins sensible au TEC que celui de la FD et donc plus difficile a
éliminer. Ce constat a été également rapporté en Italie (Mannini, 2007 ; Duduk et Mori, 2013).
Toutefois, Tassart-Subirats et al. (2003) et Mannini et al. (2009) n'ont observé aucun plant
contaminé par le BN aprés des TEC avec les couples 50°/30 min ou 45 min (contre 3,6-3,9 %
témoins non traités infectés), et 52°/45 min (contre 9% témoins non traités infectés).

Comme la FD, le BN est justiciable de quarantaine au Canada (Agence canadienne de l'inspection
des aliments)  http://www.inspection.gc.ca/vegetaux/phytoravageurs-especes-envahissantes/
maladies/jaunisse-de-la-vigne/quide-d-identification/fra/1326143947606/1326144092300.

Les paramétres de TEC préconisés par la réglementation canadienne sont donnés tableau 7.

La jaunisse du Palatinat (PGY) est une maladie non épidémique au vignoble et non réglementée
(Maixner, 2006). Le phytoplasme en cause est tres apparenté a celui de la FD et de la jaunisse de
l'aulne (Alder yellows?) causée par le Alder yellows phytoplasma (AldYp) au point qu'ils
appartiennent au méme sous-groupe 16SrV-C (Arnaud et al., 2007). Toutefois, ils sont adaptés a
des espéces de vecteurs différentes et non ampélophages — sauf pour le vecteur spécifique de la
FD, Scaphoideus titanus. A notre connaissance, la littérature scientifique ne signale pas d'essais
de TEC dirigés contre la jaunisse du Palatinat. Toutefois, en raison de leur trés grande proximité
génétique, on peut raisonnablement estimer que lI'agent du PGY présente une sensibilité a I'eau
chaude de niveau similaire a celui de la FD.

Pour I'Aster yellow (AYP), la seule mention de TEC provient de Bertaccini et al., 2001 qui
indiquent que "While the FD phytoplasma was never detected, BN and aster yellows (16SrXII-A
and 16Srl-B) phytoplasmas resulted to be present in the treated materials " mais sans indications
précises de température et de durée, empéchant de conclure sur l'inefficacité des TEC faisant
I'objet de la saisine.

2 Attention, ne pas confondre Alder yellow et Aster yellow causés respectivement par AYP et AldYp qui
appartiennent a des groupes différents.
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En conclusion, pour traiter les vignes contre les jaunisses signalées sur le territoire, des TEC de 35
et 45 min & 50°C sont efficaces contre la FD et vraisemblablement le PYG mais inefficaces ou
d’efficacité partielle car non soutenues par des essais concluants contre BN et AYP.

2.2.2 Xylophilus ampelinus

Xylophilus ampelinus est l'agent causal de la nécrose bactérienne de la vigne. Apres
contamination des jeunes organes, X. ampelinus se multiplie dans les vaisseaux de xyleme et
migre vers le cep et le porte greffe (Grall and Manceau, 2003). Les contaminations peuvent aboutir
a des infections sans symptéme (Grall et al., 2005). L'inoculum primaire de I'agent pathogéne est
présent de facon latente dans le porte greffe, le greffon et dans les bourgeons dormants (Héritier,
1983). Les bactéries passent I'hiver dans les tissus vasculaires (Panagopoulos, 1987). Les
boutures de porte greffe et de greffon constituent la source primaire d'inoculum et le mode de
transmission pour une dissémination a longue distance (EPPO, 2009).

Peu de travaux ont été effectués pour mesurer I'efficacité de TEC pour assainir les bois de vigne
vis-a-vis de X. ampelinus. Roberts (1993) rapporte les résultats de Psallidas et Argyropoulos qui
montrent qu’'un TEC de 50°C pendant 20 ou 30 min est efficace pour réduire les populations de
X.ampelinus a un niveau inférieur au seuil de détection dans des boutures de vigne préalablement
contaminées avec une suspension bactérienne (10° cfu/ml). Les auteurs aboutissent aux mémes
conclusions en utilisant des boutures naturellement contaminées méme si on doit prendre ces
derniers résultats avec précaution dans la mesure ou aucune bouture de plants témoins non traités
a I'eau chaude ne s’est révélée malade a la fin de I'essai. Les effectifs des échantillons étant tres
faibles (3 boutures), le protocole expérimental était de fait incapable de révéler une différence
significative. A plus basse température, par contre, avec un TEC de 20 min & 45°C, 2/13 plantes
étaient encore contaminées (contre 11/13 des plantes témoins non traitées a I'eau chaude).

En conclusion, dans la mesure ou un TEC de 50°C pendant 20 min permet d’assainir des boutures
de vigne vis-a-vis de X. ampelinus, des TEC plus longs de 35 min ou 45 min a 50°C seront
également efficaces pour éliminer la bactérie. Une incertitude sur I'efficacité de ces paramétres de
traitement se situe au niveau de leur extrapolation a des boutures et des plants de vigne infecté
par un processus nhaturel qui pourrait avoir pour conséquence une sensibilité des bactéries
différente a la température par leur localisation ou leur physiologie. Cette incertitude est cependant
de faible niveau.

2.2.3 Phylloxera

Le Phylloxera (Vitaeus vitifoliae, Homoptera: Phylloxeridae), ravageur majeur de la vigne, est un
organisme de quarantaine dont la dissémination hors des zones endémiques requiert des mesures
phytosanitaires strictes. Dans ce contexte, la fiche PM 10/16 de I'OEPP indique un TEC
standardisé pour désinfecter des boutures racinées de vigne qui comprend une étape de
préchauffage des racines par immersion des boutures racinées dormantes dans de I'eau a 43°C
pendant 5 min immédiatement suivi par le traitement thermique par immersion dans de lI'eau a
52°C pendant 5 min et éventuellement par un bain de refroidissement de 30 min Ce TEC est
efficace a tous les stades de développement de l'insecte (V. vitifoliae). Il est cependant basé sur
une température de consigne (52°C) supérieure a celle faisant I'objet de la saisine (50°C). Sakai et
al. (1985) ont par contre montré qu’'un TEC de 20 min a 45°C était aussi efficace qu’une fumigation
au bromure de méthyle (24 g.m™) pendant 3 heures pour protéger les porte-greffes de vigne
contre le phylloxera. On peut extrapoler avec une incertitude de faible niveau que des TEC plus
longs (35 et 45 min) et a température (50°C) sont efficaces contre le phylloxera et ceci
vraisemblablement a tous les stades de développement de l'insecte.
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2.2.4 Agrobacterium tumefaciens et Agrobacterium vitis

La maladie de la Galle du collet (crown gall) se traduit par la formation de tumeurs au collet, sur les
racines et aux points de greffe chez de nombreux végétaux d’'intérét dont la vigne ou la maladie
est aussi appelée Broussin lorsqu’elle se manifeste le long des sarments. Galle du collet et
Broussin sont préjudiciables a la fois en culture (lorsque les gelées tardives causent des micro-
Iésions sur les tiges nécessaires a I'induction de la maladie par les agrobactéries hébergées dans
le xyléme), et en pépiniere (ou les conditions culturales favorisent le développement de tumeurs
aux points de greffe a partir d’agrobactéries du sol, du substrat ou hébergées par la plante). Le
mode d’action de la Galle du collet implique le transfert et I'intégration dans le génome de la plante
d'une partie d’'un plasmide nhommé plasmide Ti. Les plantes ainsi transformées génétiquement
synthétisent des phytohormones en abondance provoquant le développement des tumeurs. A
noter cependant que le plasmide Ti est accessoire et que la plupart des agrobactéries qui sont des
hétes naturels du sol et de la rhizosphéere en sont dépourvus et ne sont donc pas pathogénes.

La maladie présente des particularités chez la vigne. Ainsi, contrairement a ce qui se passe chez
la plupart des autres végétaux, les agrobactéries peuvent étre systémiques chez la vigne,
colonisant le xyleme ou elles peuvent se maintenir des années sans manifestation apparente de
symptéme. Les vignes ainsi infestées et qui ne manifestent pas la maladie favorisent la diffusion
de matériel contaminé et sont probablement a l'origine des problemes de Galle du collet en
pépiniére viticole. Un groupe particulier d'agrobactérie nommé selon l'ancienneté des travaux
Agrobacterium tumefaciens biovar 3, Agrobacterium vitis et maintenant Allorhizobium vitis
(Moussawvi et al., 2010) est inféodé a la vigne [nommé A. vitis dans ce document]. Cependant, des
agrobactéries appartenant a d'autres groupes taxonomiques (et identiques a celles qui affectent
les autres végétaux) peuvent également se trouver dans le xyléeme de la vigne, seules ou en
mélange avec A. vitis. Ces agrobactéries qui sont également impliquées dans la Galle du collet
chez la vigne ont été historiquement classées dans le biovar 1 d’Agrobacterium tumefaciens dont
on sait maintenant qu'il s’agit d'un complexe d’'espéces (Costchareyre et al., 2010) [nommé A.
tumefaciens biovar 1 dans ce document].

A. vitis et A. tumefaciens biovar 1 présentent des biologies assez différentes et ne répondent pas
de la méme fagon aux TEC.

Burr et al. (1989) ont étudié la survie de différentes souches d'Agrobacterium cultivées in vitro a
différentes températures. Deux voire trois groupes se distinguent nettement : celui des souches
survivant a 25 min a 50°C et celui des souches ne survivant pas a un tel traitement avec la
situation intermédiaire de K84 (Tableau 5). Ces trois groupes correspondent en fait respectivement
a des souches appartenant a A. tumefaciens biovar 1 (comme NCPPB 2437, autre nom de B6,
souche-type du genre Agrobacterium et représentant typique du biovar 1), a A. vitis (comme K306)
et au biovar 2 dans le cas de K84. De ces essais, il ressort en fait que la survie des souches d'A.
tumefaciens biovar 1 n'est pas affectée par 30 min a 50°C in vitro. |l est donc peu vraisemblable
gu'un tel TEC soit efficace pour assainir la vigne contre A. tumefaciens bien qu'a notre
connaissance il n'y a pas d'essai de TEC visant spécifiquement 'assainissement de la vigne
contre A. tumefaciens biovar 1. Au contraire, la sensibilité in vitro d'A. vitis a une exposition a 50°C
suggere l'intérét de la thermothérapie pour assainir la vigne de ce pathogéne.

Au champ, Ophel et al. (1990) indiquent qu'un TEC de 30 minutes a 50 °C réduit le niveau d’A.
vitis dans des scions et des porte-greffes naturellement infectés au-dessous du seuil de détection.
Cependant, aprés greffage et une saison de culture quelques vignes (<2%) traitées ont montré des
symptémes (ce taux pouvant atteindre 60% chez les témoins non traités). Apres culture en
pépiniere, A. vitis a en outre été détecté de maniére systématique dans les vignes traitées
thermiquement et ce jusqu'a 16% suivant les combinaisons porte-greffe x cultivar (ce taux pouvant
atteindre jusqu'a 60 % chez les témoins non traités). Des résultats tres similaires ont été obtenus
par Mahmoodzadeh et al. (2003) qui notent 1 plante atteinte dans un lot de 30, lot traité 30 min a
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50°C contre 19/30 avec le témoin non traité. Ces auteurs ont également montré la présence de
15/30 plantes atteintes apres un TEC de 60 min a 40°C et de 0/30 pour un TEC de 15 min a 60°C.

Il apparait ainsi qu'un TEC de 30 min a 50°C permet de réduire les atteintes de Galle du collet
mais pas l'assainissement complet de la vigne vis-a-vis d'A. vitis. Une température plus élevée
étant plus efficace, on pourrait penser avec une incertitude modérée qu'une exposition plus
longue, 35 min et surtout 45 min serait plus efficace mais nous n‘avons pas connaissance d'essai
portant sur l'efficacité de TEC de 35 ou 45 min a 50°C contre A. vitis.

Tableau 5. Temps nécesssaire pour tuer différentes souches d’Agrobacterium dans un bouillon
nutritif (Burr et al., 1995)

No. colonies counted®
according to treatment time (min)‘

Strain Biovar Source® 0 10 15 20 25
2437 1 NCPPB + + + + +
CIRS 1 NCPPB + + + + +
K188 1 Australia + + + + +
K198 1 Australia + + + + +
B1-4¢ 1 Australia + + + + +
K84 2 Australia + + 50 5 0
K306 3 Australia + 50 3 0 0
LK402 3 Australia + 25 0 0 0
Schw 2 3 Australia + 15 7 0 0
CG-49 3 United States + 10 0 0 0
CG-484 3 United States + 200 40 0 0

*Strains were obtained from the National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB),
Harpenden, England, or were isolated by authors in Australia or the United States.

*Number of colonies counted on medium 523 after 72 hrat 28 C. + = Solid lawn of bacterial growth.

 About 10° cfu of bacteria in yeast extract broth were plated following heat exposures.

“Strain from hot water treated K5140 cutting.

2.2.5 Nématodes vecteurs de virus

Des nématodes sont dommageables a la vigne en tant que vecteurs potentiels de viroses (Tableau
6). lls appartiennent aux genres Longidorus et Xiphinema. Toutefois, hous n’avons pas trouvé de
publications scientifiques traitant le sujet de l'efficacité des traitements a I'eau chaude pour
éliminer des plantes de vigne des nématodes listés comme vecteurs de virus. Ceci est
probablement da au fait que les Longidorus et Xiphinema sont des ectoparasites qui ne colonisent
pas les tissus de la vigne. Les seules données sur le TEC pour lutter contre des nématodes de la
vigne concernent d’autres espéces de nématodes qui sont directement dommageables aux
plantes. En Europe, sont cités comme nématodes ravageurs directs de la vigne : Meloidogyne,
Pratylenchus, Tylenchulus semipenetrans, Mesocriconema (=Criconemella) xenoplax et
Rotylenchulus reniformis (Kreiter, 2008).

Pour ce qui concerne la lutte contre des nématodes a galles, Suatmadji (1982) a montré que des
TEC peuvent étre aussi efficaces que les nématicides. Ainsi, un traitement court & I'eau chaude
(51,7°C pendant 5 minutes) sur les plants de vigne en dormance est recommandé depuis les
années 1960 pour éradiguer les nématodes a galles en sortie de pépinieres (Meagher, 1960).
Cependant, diverses études ultérieures (Suatmadiji, 1982 ; Nicholas et al., 1994 et Walker, 1997)
ont montré que cette durée tres courte de TEC pouvait ne pas étre complétement efficace et qu'un
tres petit nombre de nématodes pouvait survivre aprés le traitement.
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Tableau 6. Virus de la vigne transmis par des nématodes (d’apres Kreiter, 2008)

VIRUS NEMATODE VECTEUR DISTRIBUTION
Artichoke italian latent virus (AILV) Longidorus apulus Europe Est, IT
Arabis mosaic virus (ArMV) Xiphinema. index, X. diversicaudatum tous pays

Blueberry leaf mottle virus (BBLMV)
Cherry leafroll virus (CLRV)

Grapevine Bulgarian latent virus (GBLV)
Grapevine  Anatolian  ringspot  virus
(GARSV)

Grapevine deformation virus (GDefV)
Grapevine chrome mosaic virus (GCMV)
Grapevine fanleaf virus (GFLV)

Grapevine Tunisian ringspot virus (GTRV)

vecteur inconnu Europe centrale et Est

vecteur inconnu
X. index, X. diversicaudatum

Europe centrale et Est
tous vignobles

Peach rosette mosaic virus (PRMV) X. americanum s.l. us, CA
Raspberry ringspot virus (RpRSV) L. macrosoma, L. maximus DE, CH
Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) X. index, X. diversicaudatum DE, IT, CZ, SK
Tobacco ringspot virus (TRSV) X. americanum s.1. us, CA
Tomato ringspot virus (ToRSV) X. americanum s.I. us, CA
Tomato blackring virus (TBRV) L. attenuatus, L. elongatus DE, IS, CA

Y

Malgré son incapacité a éradiquer complétement les nématodes présents dans les tissus, le
traitement a I'eau chaude est reconnu comme la méthode de désinfection potentiellement la plus
efficace pour satisfaire les criteres de quarantaine. Ainsi, au Canada, dans la directive D-94-34
‘Exigences régissant l'importation de matériel de multiplication de vigne’ (Agence canadienne
d’Inspection des Aliments), 'annexe 4 prévoit les traitements autorisés, a appliquer pour les vignes
exportées au Canada pour éliminer les nématodes (ainsi que le phylloxéra). Comme indiqué plus
haut dans le cas du phylloxera, le TEC comporte une étape de préchauffage du matériel végétal
qui est immergé dans un bain d'eau chaude a 43,3 ou 31,7°C pendant 5 min avant immersion
dans un bain plus chaud (entre 47,8 et 52,7°C) pendant des périodes allant de 3 & 30 min,
dépendant du couple de températures. Tous les traitements autorisés sont repris dans le Tableau
7.

Tableau 7. Liste de triplets « température-temps » autorisés comme traitements a appliquer aux
vignes importées au Canada pour éliminer les nématodes ainsi que le Phylloxéra (Agence
Canadienne d’Inspection des Aliments)

Immersion pendant 5 minutes PUIS Immersion Pendant ...
a...°C a...°C minutes
43,3 °C (100 °F) 47,8 °C (118 °F) 30
43,3 °C (100 °F) 48,9 °C (120 °F) 20
43,3 °C (100 °F) 50,0 °C (122 °F) 10
43,3 °C (100 °F) 51,7 °C (125 °F) 5
43,3 °C (100 °F) 52,7 °C (127 °F) 3
31,7 °C (89 °F) 52,2 °C (126 °F) 5

En conclusion, les nématodes associés a la vigne sont rapidement détruits par des TEC a 50°C
pour une durée de quelques minutes et donc, le couple température-temps (50°C et 35 ou 45 min)
proposé dans la saisine ne devrait pas poser de problemes pour éliminer ce type d’organismes s'l
se trouvait étre présent dans les plants de vigne.

Les nématodes vecteurs de virus sont des ectoparasites qui ne sont pas transmis par les plants.
Préconiser un TEC dans I'objectif de les éliminer est donc inutile.
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2.2.6 Insectes aux stades ceufs, larves, nymphes

Caudwell et al. (1997) ont mesuré l'impact du TEC (50°C pendant 45 min) sur les ceufs de
Scaphoideus titanus et rapporté que ce traitement était efficace sur la FD comme sur son vecteur
S. titanus. Une étude plus récente (Linder et al., 2010) a montré qu’'un TEC (50°C pendant 45
min) n’est pas totalement efficace pour rendre non-viables la totalité des ceufs Scaphoideus titanus
guoiqu’une réduction importante de la production de larves ait été observée.

Chez la cochenille de la vigne, Planococcus ficus, I'étude de TEC de 43 a 58°C pendant 2 a 20
minutes par Haviland et al. (2005) montre qu'un TEC de 51°C pendant 10 ou 20 min tue 100 %
des ceufs mais que la mortalité n'est pas totale & 50°C (Figure 4). Cependant, 'augmentation
rapide de la mortalité en fonction du temps d’exposition permet d’extrapoler avec une incertitude
modérée a faible qu’'un TEC de 50°C de 30 min et a fortiori de 45 min conduirait & une mortalité
complete des ceufs méme si des essais a 50°C a de telles durées n’ont pas été testés.
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Figure 5. Pourcentage de mortalité des ceufs de Planococcus ficus a différentes températures et
différents temps d’'immersion (Haviland et al., 2005)

(A) données non ajustées
(B) pourcentage de mortalité corrigé en fonction de la mortalité a 30°C
Les barres donnent I'erreur standard de la moyenne
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2.2.7 Synthese des données de la littérature scientifique sur I'efficacité des TEC
vis-a-vis de divers bioagresseurs de la vigne

L'efficacité des TEC sur les ravageurs et maladies de la vigne ou de leurs vecteurs est résumée
dans le Tableau 8. Citant Crous et al. 2001, le Final review of policy: importation of grapevine (Vitis
species) propagative material into Australia (référence : Department of Agriculture, Fisheries and
Forestry, 2013) indique que les TEC de 30 minutes a 50°C sont efficaces également pour éliminer
les champignons endophytes les plus connus des boutures de vigne incluant ceux impliqués dans
le dépérissement des jeunes vignes.

Tableau 8. Synthése des données de la littérature scientifique sur les TEC analysées pour la rapport
en réponse ala saisine 2015-SA-0266

Bioagresseur Température Durée Efficadté Référence
Jaunisses (harsFD)
BN 52 45 (0/105) vs. (9/116) Manini et al. 2009
BN 50 45 (0/1005) vs. (3/(1384-131)) Manini et al. 2009
BN 52 45 (0/(1080-144)) vs. (3/(1384-131)) Mamini et al. 2009
BN 50 45 (0/(258-182)) vs. 10/(258-168) Tassart-Subirats et al. 2003
BN 50 30 (0/(134-69)) vs. (5/(137-70)) Tassart-Subirats et al. 2003
BN 50 45 O/(136-67)) vs. (5/(137-70)) Tassart-Subirats et al. 2003
BN 43 45 (55 bont./trait.) 4 % vs. 7% IFV
BN 50 30 (55 bont./trait.) 2 % vs. 7% IFV
Bactéries{horsXyldia)
Xydophilus ampelinus 50 20et30  efficace Robert 1993
Agrobaderiumtunsfadens 50 30 pas totalement efficace Buir 1939
Agrobaderitmvilis 50 30 efficace Bur 1939
Insecies
Phyllozera = Wleusviifoliae 43 + 52 5+5 éradiction compléte Stonerod & Strik 1996
(tons stades)
Phyllozera (stade non indiqné) 45 20 anssi efficace que le brommre de Sakai et al. 1985
méthyl
Phyllozera 55 5 ezl tation anstrali hittpc/fwww vinehealth.com an/media/PQS-Version-9-2-
Tuly-2012-condition7 pdf
Phyllozera 50 10 réglementation canadienne httpc/fwrwrw inspection ge.cafvegetanz/phytoravagenrs-
especes-envahissantes/directives/date/d-94-
34/ral1321940472117/1321940825401
Scaphoidetrs fitanus (oeufs) 50 45 mortalité 83-100% => pas Linder et al. 2010
totalement efficace
Planococaus ficus= Vine 50 10 mortalité de 99%-100% Haviland et al. 2005
mealybng (tons stades)
Planococaus ficus(tons stades) 50 20 mortalité de 99%-100% Haviland et al. 2005
Nématodes
vedeursde virus
Xiphinerra index et X, ancune donnée
divergcaudaium
aulres
Meloidogyne incogriita 20 12 mortalité < 30% Page-Weir e al | 2013
Meloidogyne incognita 45-46-47-48-49 12 mortalité 100% Page-Weir e af |, 2013
"les nématodes”™ 50 10 réglementation canadienne httpc/fwrwrw inspection ge.cafvegetanz/phytoravagenrs-

especes-envahissantes/directives/date/d-94-
34/ral1321940472117/1321940825401

2.2.8 Conclusion sur la deuxieme partie de la saisine concernant les autres
bioagresseurs de la vigne

Les conditions de TEC a évaluer sont une température de 50°C pendant soit 35 min soit 45 min.

En ce qui concerne les jaunisses de la vigne, les données collectées dans la bibliographie et les
résultats expérimentaux fournis par I''FV montrent une diversité au sein des jaunisses qui se
traduit par une tolérance a la température différente, notamment entre la FD et le BN. Un
traitement & 50°C pendant 35 min est inefficace pour éliminer le phytoplasme responsable du bois
noir dans la vigne. Il n'y a pas de travaux suffisamment robustes pour montrer qu'une durée de
traitement de 45 min soit totalement efficace. En ce qui concerne les autres jaunisses, elles ne
sont pas présentes sur vigne en France. La jaunisse du Palatinat est présente sur aulne. Du fait de
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sa proximité taxonomique avec la FD, on peut penser que sa sensibilité au TEC est similaire a
celle de la FD avec une incertitude élevée du fait du manque de données expérimentales. Pour le
phytoplasme de I'Aster yellow, la littérature scientifique ne fournit pas de données permettant de
montrer que le TEC soit efficace.

En ce qui concerne Xylophilus ampelinus, un TEC de 35 min ou 45 min & 50°C est efficace pour
éliminer la bactérie. Une incertitude sur l'efficacité de ces paramétres de traitement se situe au
niveau de leur extrapolation a des boutures et des plants de vigne infectés par un processus
naturel qui pourrait avoir pour conséquence une sensibilité des bactéries différente a la
température par leur localisation ou leur physiologie. Cette incertitude est cependant de faible
niveau.

En ce qui concerne le Phylloxera, on peut extrapoler des données de la littérature que des TEC a
50°C pendant 35 min ou 45 min sont efficaces contre le phylloxera, vraisemblablement a tous les
stades de développement de l'insecte. Une incertitude faible subsiste car les paramétres précis
(50°C pendant 35 min ou 45 min) n’ont pas été testés.

En ce qui concerne les agrobactéries, A. vitis et A. tumefaciens biovar 1 présentent des biologies
assez différentes et ne répondent pas de la méme facon aux TEC. Un TEC de 30 min a 50°C
permet de réduire les atteintes de Galle du collet mais pas l'assainissement complet de la vigne
vis-a-vis d'A. vitis. Cependant, malgré I'absence de données expérimentales, du fait de la forte
sensibilité d’A. vitis in vitro a 50°C, il est possible avec une incertitude modérée qu'un TEC de 35
min et surtout de 45 min a 50°C soit efficace pour assainir les plantes contre A. vitis. Par contre, la
survie des souches d'A. tumefaciens biovar 1 n'étant pas affectée par 30 min a 50°C in vitro — et
bien que les essais sur plants infectés visant spécifiguement A. tumefaciens biovar 1 fassent
défaut — il est trés peu probable qu'un TEC de 35 min a 50°C permette d’assainir des plants
infectés par A. tumefaciens biovar 1. L’absence de donnée expérimentale ne permet pas d'évaluer
I'efficacité d’'un TEC de 45 min a 50°C contre ce type d’agrobactérie.

En ce qui concerne les nématodes vecteurs de virus, ce sont des ectoparasites qui ne sont pas
transmis par les plants sans substrat. Le TEC est donc inutile dans 'objectif de la saisine. Les
nématodes associés a la vigne sont sensibles aux conditions des TEC proposés.

En ce qui concerne les insectes, le TEC a été expérimenté sur peu d’organismes. Un TEC a 50°C
pendant 45 min n’'est pas totalement efficace pour rendre non-viables la totalité des ceufs de
Scaphoideus titanus. Une réduction importante de la production de larves est cependant observée.

Dans le cas de Planococcus ficus, I'extrapolation des essais de TEC suggére avec une incertitude
de niveau modéré a faible que des TEC de 50°C pendant 35 min ou 45 min conduiraient a une
mortalité compléte des ceufs de cochenille.
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3 Conclusion générale

L'application de TEC sur des bois de vigne assainit de fagcon générale les organes traités vis-a-vis
des bioagresseurs de la vigne. Cependant, les bioagresseurs ont des sensibilités différentes aux
traitements.

Les différentes données bibliographiques et les essais récents de I'lFV montrent qu'un traitement
des bois et plants de vigne a I'eau chaude pendant 35 minutes a 50°C est efficace pour détruire le
phytoplasme de la FD. Les données bibliographiques indiquent qu'il en est de méme pour Xf.

Cependant, aucune donnée bibliographique ne permet de s’assurer de lefficacité totale d'un
traitement qui, dans sa durée ou la température d’application, ne respecterait pas les conditions
minimales de 35 minutes et 50°C. Deés lors, I'abaissement de la durée du traitement de 45 a 35
minutes ne peut s’envisager que si la température de consigne du traitement de 50 °C est
suffisamment maitrisée pour que la température réelle ne descende jamais en-dessous de 49°C
durant 35 minutes. En outre, pour maintenir une durée de traitement réellement efficace, celle-ci
doit étre considérée quand le bain est a la température de consigne, c'est-a-dire apres stabilisation
de la température suite a I'immersion des plantes.

En ce qui concerne les jaunisses de la vigne, les données collectées dans la bibliographie et les
résultats expérimentaux fournis par I'lFV montrent une diversité de réponses au traitement au sein
des jaunisses qui se traduit par une tolérance a la température différente ; notamment entre la FD
et le bois noir. Un traitement & 50°C pendant 35 min est inefficace pour éliminer le phytoplasme
responsable du bois noir dans la vigne. Il n'y a pas de travaux suffisamment robustes pour montrer
gu’une durée de traitement de 45 min serait plus efficace. En ce qui concerne les autres jaunisses,
elles ne sont pas présentes sur vigne en France. La jaunisse du Palatinat est présente sur aulne.
Du fait de sa proximité taxonomique avec la FD, on peut penser que sa sensibilité au TEC est
similaire a celui de la FD avec une incertitude importante du fait du manque de données
expérimentales. Pour le phytoplasme de I'Aster yellow, la littérature scientifique ne fournit pas de
données permettant de montrer que ce TEC est efficace.

En ce qui concerne Xylophilus ampelinus, un TEC de 50°C pendant 35 min ou 45 min est efficace
pour éliminer la bactérie. Une incertitude sur I'efficacité de ces paramétres de traitement se situe
au niveau de leur extrapolation a des boutures et des plants de vigne infectés par un processus
naturel qui pourrait avoir pour conséquence une sensibilité des bactéries différente a la
température par leur localisation ou leur physiologie. Cette incertitude est cependant de faible
niveau.

En ce qui concerne le Phylloxera, I'extrapolation des données de la littérature indique que des TEC
a 50°C pendant 35 min. ou 45 min sont efficaces contre le phylloxera et ceci vraisemblablement a
tous les stades de développement de linsecte. Une incertitude modérée subsiste car les
paramétres précis (50°C pendant 35 min ou 45 min) n'ont pas été testés.

En ce qui concerne les agrobactéries, A. vitis et A. tumefaciens biovar 1 présentent des biologies
différentes et ne répondent pas de la méme fagon aux TEC. L’extrapolation des données
expérimentales suggére avec une incertitude modérée qu'un TEC de 35 min et surtout de 45 min a
50°C pourrait étre efficace pour assainir les plantes contre A. vitis. En revanche, méme en
absence de donnée expérimentale sur plants infectés, il est trés peu probable qu'un TEC de 35
min a 50°C permette d’'assainir des plants infectés par A. tumefaciens biovar 1. L'absence de
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données ne permet pas d'évaluer lefficacité d'un TEC de 45 min & 50°C contre ce type
d’agrobactérie.

En ce qui concerne les nématodes vecteurs de virus, ce sont des ectoparasites qui ne sont pas
transmis par les plants sans substrat. Le TEC est donc inutile dans l'objectif de la saisine.
Néanmoins, les nématodes vecteurs de virus associés a la vigne sont sensibles aux conditions
des TEC proposés.

En ce qui concerne les insectes, le TEC a été expérimenté sur peu d’organismes. Un TEC a 50°C
pendant 45 min n'est pas totalement efficace pour rendre non-viables la totalité des ceufs de
Scaphoideus titanus. Une réduction importante de la production de larves est cependant observée.

Dans le cas de Planococcus ficus, I'extrapolation des essais de TEC suggére avec une incertitude
de niveau modérée a faible que des TEC de 50°C pendant 35 min ou 45 min conduiraient a une
mortalité compléte des ceufs de cochenille.

Tableau 9. Syntheése des conclusions sur I'efficacité des traitements a I’eau chaude sur les
organismes nuisibles de la vigne évalués dans le cadre de la saisine3.

45 minutes 35 minutes

efficacité  incertitude efficacité incertitude
_ + s faible + trés faible
T I - e faible
_ W+ trés faible W+ tres faible
_ inconnue inconnue - faible

3 Ce tableau 9 remplace le tableau le tableau 9 de la version précédente du rapport placé en annexe 4
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L'incertitude est qualifiée a 4 niveaux (tres faible, faible, modérée et élevée). Le niveau tres faible
est associé aux résultats qui supportent totalement I'hypothese. Les autres niveaux d’incertitude
sont explicités dans le texte (paragraphes 2 et 3).

Date de validation du rapport : 12/09/2016
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Annexe 1 : Lettre de saisine

COURRIER ARRIVE

2015 -SA- 0266 E -. 2 8 DEC. 2016

AIRECTION GENERALE

ibarsd + Egalind + Frasermiti DIRECTION GENERA
REFUBLIQUE FRANCAISE

MINISTERE DE L'AGRICULTURE, DE L'AGRO-ALIMENTAIRE ET DE LA FORET

Direction générale de I'alimentation

Sarvios da s prbvantion des legues Monsieur le Directeur général

Soua e cton oo o bt st dela de IAgence nationale de sécurité sanitaire de
protection des végélaux lalimantation, de lenvironnement et du travail
Bureau des Semences et de la Santé

des Végétaux 27-31 avenue du général Leclerc

254, rue dis Visugirard BP 94701 Maison Alfort cedex

TST32 Parts cecax 15

Daosaier suid par . Shéphanie CLARENG
Tél. : 01 49 5558 34
Ml ; baav, sdgpy, dpakSagnculture

i
REf interne : BSSV /2015 - imé -0 0 7 e 18 DEC. 2015

Objet : Saisine relative & la modification du couple temps-température du traitement 3 Feau
chaude du matériel végétal

Monsieur le Directeur général,

La réglemantation phytosanitaire relative 4 la flavescence dorée indique que le traitement a
l'eau chaude du matériel végétal de la vigne doit tre réalisé avec un couple tempsitempérature de 45
minutes & 50°C (Annexe IV, Partie B, Arl. 32 de la Directive 2000/28/EC). Toutefois, selon certains
intervenanis, la réalisation de ce traitement & l'esau chaude génére des problémes de reprise du
matériel végétal et des retards aux débourrements, néfastes a Ia filigre vilicole.

Face & ce constat, un programme d'étude de I'FV a été co-financé par FranceAgriMer et la
fédération francaise de la pépiniére viticole (FFPV). Cette étude démontre qu'un couple
tempsftempérature de 35 minules 4 50 °C permetirait d'assainir le matérel végétal de la vigne vis-a-
vis de la flavescence dorée et ne présente pas les effels néfastes de problémes de reprise ou de
retard au débourrement.

Par allleurs, le traitement & leau chaude avec lo couple tempsftempérature de 45 minules 4
50*C a également été validé par FEFSA afin d'assainir le matérel vépetal vis-g-vis de Xdella
fastichaga. |l est rapris dans |a modification de la décision communautaire relative & Xyalla fastidiosa
adoptée le 23 novembra 2015,

Au regand de ces &éments, il est attendu de cetle axpertise de déterminer :

1. Efficacité du traitemant a l'eau chaude pour la flavescence dorée et Xylella fastidiosa avec le
couple tempsfempérature de 35 minutes & 50 *C.

2. Efficacité du traitement 4 l'eau chaude avec les couples tempatempérature de 35 minules a 50 *C
&t de 45minutes 4 50 *C sur les organismes suivants :

- jaunisses de manidre générale,

= Xylophilus ampelinus,

- Phylloxera

- Agrobacierieum tumefasciens et Agrobacterium vitis

- mématodes vecteurs de virus

- insectes et plus particuligrement auwx stades de développement czaufs, larves, nymphes
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Mes services se tiennent a votre disposition pour vous apporter toute information et appui
dans cette étude.

Je vous prie d'agréer, Monsieur le Directeur général, l'expression de ma considération

distinguée.
Le directeur général adjoint fle 'alimentation
Chef du service de la golvernance
et de li
Ccvo
Loic EVAIN
H N N N N
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Annexe 2 : Rapport technique fourni avec la saisine pour examen

2015 -5A- 02 66

TRAITEMENT A L’EAU
CHAUDE DES BOIS ET
'PLANTS DE VIGNE

PROGRAMME FRANCEAGRIMER 2011-2012

RAPPORT TECHNIQUE
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BaHL 8

TRAITEMENTS A L'EAU CHAUDE DES BOIS
ET PLANTSDE VIGNE :
EXPERIMENTATIONS 2011-2012

Dans le cadre de |a lutte contre [es maladies a jaunisses de la vigne, Flavescence dorée (FO) et Bois
rair (BM), la technigue du Traitement a 'eau chaude (TEC) des bois et plants est ulilisée depuis
plusieurs annees et permet d'obtenir des plants exempis de phytoplasmes. Cependant, devant le
développement probable de cette technique suite a I'évolution de la réglementation, et lobservation
da cerains dommages observés sur le matériel végétal lors de traitements de routine, |a reprise de
nouvealux essais s'est avérde nécessaire.

Rappel du contexte

A heure actuelle, le recours & la pratique du TEC devrait g'accroitre. D'une pant pour répondra A
'évolution de la réglementation et des obligations communautaires. En effet depuis 2008 ont été
définies des zones protégées a lintérieur desquelles les matériels de multiplication de la vigne (bois et
planis) ne peuvent &tra introduits et circuler que s'ils sont accompagnés d'un passeport phytosanitaire
europeen portant la mention ZPdd. Pour obtenir cette mention, soit le matériel de multiplication est
issu de zones protégées ou de zones exemptes de FD (d&finies par le réglement CEMBIN2008), sait il
est issu de zones non axamptes mais a subi au préalable un TEC.

D'autre part, en renforcement de cette réglementation, certsines organisations professionnelles
vificoles, incluses dans des zones protégées ou exemptes, souhaitent pratiquer le TEC de fagon
systématiqua sur tout matériel de multiplicaton desting & la plantation.

O, si dans la majorité des cas aucun probléme n'a ét& constaté lors des traltements de routine, il est
parfois apparu des dommages importanis sur le matériel végétal traité. De plus, il paraissait
nécessaire de pouvoir bénéficier d'une plus grande scuplesse d'ufilisation du TEC par rapport a
ceraines contraintes imposéas au pepinieriste ou au wviticulteur (aléas climatiques, retards dans les
previsions de plantation...), éventuellement de proposer plusieurs tratements possibles, et donc de
mieux maitriser certains parameétras.

Ces différentes raisons ont entraing |la reprise d'expérimentations portant 4 la fois sur l'efficactéd vis-
a-vis des phyloplasmes et sur linnocuité vis a vis du matériel wigétal. Il s'agit de miaux cemer les
limites de températures et de durée sur la viabilité des plants, afin de garantir une reprise optimale lors
de linstallation d'une plantation tout en offrant une garantie sanitaire fiable wvis-a-vis des
phytoplasmes.

Ces expénmentations &taient prévues sur deux campagnes, 2010-2011 et 2011-2012.

Principaux résultats acquis lors des expérimentations 2010-2011|

1. MODIFICATIONS DU COUPLE TEMPERATURE-TEMPS :
INCIDENCES SUR L'EFFICACITE DU TRAITEMENT VI5-A-V1S DE LA FD

Objectifs affichés
Il s'agissait de tester et de comparer l'efficacité de différents couples température-durée de traitement
28 leau chaude de maindre intensite que le traitement de référence (50°C-45mn) vis-a-vis de la
Flavescence doree.
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On ze proposait également de vérifier si les tests de biclogie moléculaire sur bois constiiualent
un moyen fiable d'estimer I'absence ou la présence du phytoplasme. Ainsi, l'efficacité des TEC a été
vérifiée dans un premier temps par des analyses sur bois, réalisées avant et aprés traitement, et dans
un second temps par e suivi du matenel vegatal sous sere,

Principaux résultats

L'utilisation de tests de biologe moléculaire sur bois est apparue comme un moyen peu fiable da
détection du phytoplasme dans des boutures infectées par de la FD. En effel on retrouve une
proporticn quasi éguivalente de boutures malades dans les témeins non traités. Ce résultat n'est pas
etonnant, wu la répartition aléatoire des phytoplasmes dans les rameaux et leur faible comcentration &
l'intérieur de ces demisers.

lls ne conslituent pas non plus une methode efficace pour évaluer I'élimination du phytoplasme
aprés un traitement & l'eau chaude, L'ADN du phyloplasme peut &tre détecté sans que l'agent
pathogéne soit vivant.

L'aflicacité des différents traitements paut-dtre par contre dvalude par ke suivi des boutures an
plantation, en surveillant |'extérionisation des symptomes sur fevilles L'utilisation des tests de biologie
moléculaire sur feuilles peut permeftre de vérifier I'élimination du phyloplasme sur des plants sans
symptdme et constituer ainsi un moyen complémentaire de s'assurer de ['état sanitaire des boutures.
Aucun symptome n'ast apparu dans les lots fraités, quelle que soit la modalité de traitement, alors que
prés d'un quart des boutures a manifesté des signes de la maladie dans les lots témoins.

Les différants TEC n'ont pas présenté de différences au niveau des taux de reprise, gui sont trés
supérisurs a ceux des dmoins non traités,

Il a été observé une bonne corrélation entre le@s analyses sur feuilles et les symptdmes observes,

Toutefois, il est également apparu que certains plants peuvent présenter des signes de la FD de fagon
localisée. Ces paries malades peuvent disparaitre et seules les parties du végétal d'apparence saine
subsistent. Selon les parties qui seront prélevees, les résultals d analyse pauvent dtre différants,
De méme, 43% des boutures des temoins non iraiteés ne présentent aucun signe de la maladie.
Plusieurs cas de figures peuvent se produire : soit |a partie du rameau constituant la bouture est
indemne de phytoplasme, soit celui-ci @st en trop faible concentration pour entrainer l'extériorisation
de symplomes e étre décelé par analyse. Dans ce dernier cas, la plante est en incubation et I'on paut
avoir une dvolution soit vers un rétablizsement, soit vers des sympldmes da FD Fannée suivante.

Pour toutes ces raisons, les boutures seront conservées une année supplémentaire afin da
veérfier si des plants sont en incubsation de la maladie, que ce soit dans les lots fraités ou non.
L'abandon des analyses sur bois, lourdes & gérer au niveau temps de manipulation &l gourmandes an
guantité de materiel vagetal, va nous permetire de reprendre ces essais avec pratiguement les
mémes couples températuras-temps de traitement, sur d'autres variétés et parcelles inoculées et sur
de plus grandes quantités d'échantillens afin de confirmer les résultats obtenus cefte année,

2. IMPACT DU TEC SUR LA VIABILITE DU MATERIEL VEGETAL

Objectifs affichés

Il s'agit de verifier si ke TEC des bois et plants de vigne a un impact sur le matériel végétal s'il affecta
ou non ses facultes de reprise et ses capacités de creissance. Pour cela, on se propose d'étudier un
certain de nombre de parametres intervenant dans le processus de fabrcation des plants et
susceptibles de jouer un rdle sur la qualité de cette reprise.

Principaux résultats obtenus
FPar rapport aux expérimentations réalizées précédemment, l'ensemble de ces essais permet de

confirmer cerains résultats (peu d'effet d'une diminution de l'intensité du TEC sur le taux de reprise,
effet négatif des plantations tardives, bescin d'un temps minimum de conservation en chambra froide
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entre TEC et plantation, en général peu ou pas de différence entre lots traités et non traités). D'autres
résultats se révélent par contre irréguliers ou contraires (effet négatif sur les repigués non retrouve,
différences fortes de reprise entre certains lots de plants traités et non traités).
La diminution de l'intensité des traitements n'a pas eu dinfluence sur la viabilité des plants. En
paralléle, il ne faut pas oublier qu'en abaissant les valeurs du TEC, on peut prendre des risques quant
4 l'efficacité du traitement sur la destruction des phytoplasmes, Par contre, nous avons eu de grandes
différences sur le niveau de la reprise en comparant les résultats obtenus sur des lots idantiques et
fraités & températures égquivalentes mais cullivés sur des heux de praduction différants. || semble qu'il
y ait un trés fort effet environnement du TEC (gualité des plants, conditions de conservation,
d'acclimatation, de plantation, réglage de la machine...) susceptible d'influer sur la qualité e la viabilité
du matériel vagétal,

Il mous semble nédcassaire d'approfondir les résultats obtenus quant & cet aspect « environnement
du TEC » en comparant des séries de plants cultivés sur plusieurs sites et en détaillant de fagon trés
précise les paramétres encadrant chague intervention effectuée sur les plants.

' PROGRAMME EXPERIMENTATIONS 2011-2012 l

1. MODIFICATIONS DU COUPLE TEMPERATURE-TEMPS :
INCIDENCES SUR L'EFFICACITE DU TRAITEMENT VI5-A-VIS DE LA FD
ET DU BN

Objectif :

Confirmer lefficacité de couples température-durée de traitement a l'eau chaude (TEC) expérimentés
en 2011 vis-g-vis de la Flavescence dorée (FD), et tester 'efficacité de certains de ces TEC vis-g-vis
du phytoplasme du Bois noir (BM).

Wérifiar ['avalution et le maintien da I'dtal sanitaire du maténial vagétal traité en 2011.

Principe :

Les essais se font sur des boutures infectées prélevées sur des ceps contaminés. Les bois sont
traités selon les différentes modalités puis plantés sous seme insect-proof afin de surveiller
lextériorisation des symplomes. Les resultats seront complétes par des tests sur feuilles ou sur
racines

Protocole:
Powr fa FO :
* O modaltés de tratement : - & 50°C © 307, 35°, 45
-a48°C 30, 35, 45
-a49°C ; 30', 35
- témoin non traite
= PMatériel vegetal :
Les boutures viennent de sarments aoltés prélevés sur des ceps ayant présenté des symptimes
durant l'été, dans 5 parcelles fortement contaminées par la FD :
3 dans I'Hérault (Carignan N, Cabernet-Sauvignon N, Grenache N), 1 en Savoie (Chardonnay 8), 1
dans le Tarn (Gamay N).

Pour le BN ;
« 4 modalités de traitement @ - 3 50°C © 307, 45
-8 48°C ; 45
- témoin non traité
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= Matérel végétal
Les boutures viennent de bois prélevés dans 1 parcelle de Chardonnay B en Savoie.

Observations et mesures envisagées:
Suivi de |'évolution des boulures en serme | mortalte, exteriorisation des symptémes, durabilité de la
guérison (conservation en 2*année).

Résultats obtenus :
A) Observations en 2°année des boutures traitées en 2011

Les resultats des observations realisees en 2012 sur les boutures installées sous seme insect-proof
en 2011 sont consignas dans le tableau suivant, Aucune bouture traitée, quelle que soif la modalite
n'a expnmeé de sympldmeas. Par contre, parmi lés non traitées, sur bes 40 boutures n'ayant pas encore
exprimé de symptomes, 5 boutures ant présenté des signes de flavescence dorée, ces symptomes
ayant &té confirmés par analyse PCR. Cela montre gqu'une période dincubation pendant laguelle
auvcun symptdme n'est apparent est bien possible. Sur les 15 boutures ayant exprimé des symptomeas
en 2011, une seule é&tait toujours en vie & Mautomne 2012. Ces résultats confirment également
lefficacité du traitement & I'eau chaude vis-a-vis de 'élimination des phytoplasmes de la flavescenca
dorée et ce méme avec des couples température-durée meins exigeant que le couple de référence.

Annde Téamoin non iraité 48°= 35 48° - 48" 50° - 307 50* - 38 507 - 45
2011 15 FD " '.m i ! ! / I )
saines
14 mortes
2012 1FD 5FD ! ! ! ! !

B) Dbservations an 1" année des boutures traitées en 2012

En 2012, les essais d'efficacité ont done été reconduits en rajoutant de nouvelles modaliés (48°-30°,
49°-30', 49°-35"). Pour cette premiére année d'observations, aucune bouture traitée n'a présenté des
symptomes de Flavescence Dorée. A l'inverse, 2% des boutures non traitées ont bien présenté des
symptémes, sympldmes confirmas par analyse PCR. 1l est 4 noter qua la mortalité des boutures a &é
bien supérieura a celle observée I'an passa. Les observations se poursuivront en 2013 pour vérifier si
das bouturas en incubation ne révaleront pas de nouveaux symptomes,

Concarnant le Bois Moir, 4 modalités ont été mises en ceuvre (tnt, 48°-45", 50°-30" et 50°-45"), Seul 2
couple de référence a été totalement efficace. Dans les autres modalités, des symptomes confirmés

par analyse PCR ont été obsanids.
Tyoe Témoin i
w o 48°-30' | 48°-35' | 48°-45' | 49°-30° | 49°-35' | 50°-30° | 50°-35' | 50%-45' |
phyloplasme ; |
traité |
FD {160 biied) '
vt 2% ) ! f ! ! f ! ! |
— i
|
BM (55 ki) |
Chasdonnay % 4% 2% P
]

5
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C) Conclusions des 2 années d'essais "Efficacite”

En terme d'efficacité, le recours a d'autres couples température-durée moins exigeants pour le
matériel végétal semble envisagesble pour &iminer les phytoplasmes de la flavescence doréda. ||
conviendra cependant de confirmer cas résultats en observant les symplimeas polenbels une annéds
supplémentaire sur les boutures installées sous serre insec-proof. Par contre, il semble bien que la
desfruction des phytoplasmes du Bois noir soit plus difficile et qu'il faille pour obtenir ce résultat
conserver ke couple de référence a savoir 50°-45".

2. IMPACT DU TRAITEMENT A L'EAU CHAUDE SUR LE MATERIEL
VEGETAL

Objectif Général:

Verifier si le TEC a un impact sur le matenel vegetal, c'est-a-dire 5'il affecte gu non ses facultés
de reprise et ses capacités de croissance.

Le matériel utilisé pour ces essais 25t sain vis-a-vis des phytoplasmes.

Linnocuité du TEC sera basée sur l'observation des caractéres suivants

- la vitesse de débourrement

- la vigueur de la végétation

- le taux de reprise

A) TRAITEMENTS REALISES SUR DIFFERENTS SITES DE FRODUCTION

a) Objectif de l'essa

Suite & 'assai de l'annéea 2011 at en vue de trouver une explication a la disparité des résultats
ablenus, Fessal « échanga de maténel » a é1& reconduit cetle année 2012, En effet au regard de la
grande variabilité des résultats il semblait indispensable de reconduire 'essai afin de mieux cemer les
divers paramétres liés a l'envircnnement entourant le traitement eau chaude (transport,
conservation. . ).

h]  Rappal de l'asgsa
Durant cet essai I'objectif est d’estimer l'ncidance du traitement eau chaude (TEC) sur la
reprise des boutures aprés plantation sur différents sites nationaux possédant des machines
différentes. Cat assai ast rdalisd sur des plants greffés-soudés sains qui seront échangés, traités puis
plantés en pépiniéra dans chacun des lieux de traitement.

ol Profocols
7 sites de production avec pour chaque lieu un assemblage produit dans la ragion:
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Site Variété
:P;:.;,';i_':;"im JeNNY | Gewurziraminer 1048 / S04 762
Charort d'agricultir® | chardonnay 130 / R110.152
EE,E:E::::HM Colombard / 51:.14.203
de Gironde Cabernet-Sauvignon 168 / 101-14.3

Chambre d"agriculture

de Bafns ot Lolre Chardonnay 85/ 304 102
Savoie (pépiniere Gabey | .. ..

et Fay) Aligote 264 / 41B.154
IFV Grau du Roi Chardonnay 1066 / SO4 752

10 ik 5 I .
Chacun de ces assemblages est composé de 800 planis dont 200 qui reste sur place et 600
centralizés a ['lFV afin d'étre redistribués par la suite sur d'autres sites.

Four cet essai deux modalités de tratemeant ont &té choisies : Témaoin non traité et traitement de
réféarance (50°-45") sauf exception pour 'Alsace avec une modalitd supplémantaire 48°-45' ainsi que
le remplacement du THNT par celte modalité sur le site de I'IFV pour les § assemblages extérieurs.

Deroufement de ['essai

al Avant TEC
Le but cefte année étant de cadrer les différents paramétres environnant le TEC nous avans

décidé d'enragistrer la date, lheure et la température exténaure a chagua sortie de chambre froide.
Mous avons egalement releve les conditions climatiques lors de chaque transport vers le site concemeé
ainsi que la durée entre la sortie des plants de chambre froide et 'heure de départ du TEC.

b] Pendarit e TEC

Commea an 2011 le suivi de température du bain a &é enragistré par le tharmométre Testo
{précision 4 0.2, fréguence 1 min) avec cette annédea I'ajout d'une puce, Progas+, disposée dans las
plants (précision 0.5, fréguence 5 min).

Pour ca qui est des conditions autour du fraitement nous avans releve la méléo ainsi que les
principalas différencas entre les machines (couvercle, élalonnaga...).

i Aoras e raitemeant
Afin de mieux suivre les conditions aprés tralterment nous avons laissé la puce 2-3h aprés TEC ({temps
aprés legquel ele enregistre |a température ambianta).

Mous avons agalement note ol et comment était dispose les plants aprés traitement (dispose
sur une palette, laissé dans la cage de traiterment. )

Poawr finir nous avens fait parvenir 8 chacun des partenaires un fichier pour gu'ils enregistrent
les diverses variables (stockage, réhydratation, plantation) en leurs indiquant que dans un souci
d'uniformisation de l'essai tout le monde devait planter sous plastique en racing coupées,

La page 8 du document était manquante
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Site
4

1589 143 15T 185 114 11.7 168

T* imoyenne TESTO 498 497 473 499 498 50.3

B G I LR o 14

min min min min i
Moyenne entre fa 1° de départ du TEC e 405 402 471 406 495 50.4
do stabilization
T moyenne Proges + ~ 501 491 478 501 50 498 S0

12 17 18 11 ] 8 8 min
min  min min min min | min

Moyenne entre Ia T de depart du TEC et la T°
de stabilisation

48.5 44 47.2 485 482 485 447

Tableau 3 : C on des durdes de stabilisation site ot par de puce,

Grace a ce tableau nous pouvons distinguer plusieurs parameétres :

- Le temps de chauffe de la machine pour atteindre |a température moyenne du TEC

- Le temps que mettent les plants 4 atteindre la température moyenne du TEC

- Latempérature moyenne des plants et du bain avant d"atteindre la moyenne de
température du TEC

- La corrélation ou non entre la température extérieurs et la vitesse de chauffe de la
machine pandant le TEC

Mous voyons tout d'abord qu'il faut en mayenne attendre 10-12 min pour que le bain se
stabilise & la température moyenne de traitermeant.

Méanmoing on remargue ici 2 valaurs trés éloignées : la premiére de 4 min pour le site 5 peut
&'expliquer par ke fait que la maching &tait la plus petite et que le systéme de régulation (congu par le
pépiniériste) &tait trés précis.

La seconde valeur de 24 min pour le site 1 est due au placement de la sonde Testo qui se trouvait
dans la zone soumise au plus grande variation de température, on peut d'ailleurs voir gue la montee
en température des plants dans le bain correspond tout & fait & la moyenne,

On peut également noter gue les plants eux aussi mettent 10-12 min pour atteindre 13
tampérature moyenne avec 2 valeurs un pau trop élevées pour le site 2 et pour le sita 3.
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Pour lg site 2 ke résultat n'est pas alarmant car les plants sont rapidement montés aux alentours de la
moyenne de TEC avec une moyenne de 49 avant stabilisation 3 49,1,

Pour ca qui est des valeurs avant la température moyenne du TEC et la moyenne du TEC on
remarque gu'elles sont proches. Cela signifie ici que méme dans les cas ol la temperature a mis plus

de 10 min & se stabiliser & la moyenne, plusieurs prises de températures dtaent proches de la
mayenne du TEC avant de I'atteindra.

Pouwr finir d'aprés ce lableau on n'abserve pas de corrélation entre la température exténeure et
la vitesse da chauffe da la machine durant le TEC.

51 T S
50,5 |

Ly -
49,5 1

—+—3ite 1

49

a5 s il Site 2
a:s —i—Site 3
q]ris —i—Tite 4
47 —Sjte 5
% E— Site &

46 1T e e s - e : - .
|
T TIYETETRSERIEEEB233RNRAER |
Efsgfcfferrr it itEEttE s |
E EE EEETETETETETETETETETEE |

Graphigue 1 : Relevés de température de TESTO an début de TEC

Sur cas graphiques on peut chserver la monter en température du bain jusqu'a |'atteinte de la
température moyenna de TEC. On peut relever plusisurs choses sur ce premier graphigque :

La stabilité de la température de I'eau au debut du bain

Une température légérement supérieure & 50 °C pour le site ¥ qui impligue une petite

dascenta de [a température les 13 premiéres minutes.

La montés rapide de la machine pour le site 5§

Lne montee en temperature rapide mais non brusque pour le siter 4.

Les plus grandes variations sont enregistrées pour le site 2

10
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——Site 1
——5ite 2
—dr—Site 3

i St
i St 5
—=—5ite &

- 111-

2mn 11 mn 22 mn

Graphigue 2 : ] Progés + ui de TEC

Ce graphique ainsi gue le tableau ci-dessous, nous maonfre la montée en température dans un
paquet de plant (puce Progés+). On vait ici que c'ast les sites 2 et 7 que les augmentations sant les
plus fortes ce qui pourrait constituer un choc thermigue ayant une incidence sur 3 viabilité des plants.
En revanche le site 1 se détache avec une augmentation modérée,

Pour finir on remarque que les 2 enregistrements (graph 1 et 2) ne donnent pas du tout les
mémes allures de courbe. En effet |a sonde TESTO n'enregistre gue la température du bain qui
comme on le note est relativement homogéne dés |e départ du TEC, En revanche Progés +, elle,
martre une éévation importante de la temperature les 10 premiéres min car cette puce est dans les
paguets de plants ol la température avant traitement ast trés différente de (3 ternpérature du bain.

Site 1 Site 2 Site 3 Sita 4 Sita 5 Site 6 Site 7
Mombre de 12.4 235 15 16.5 16 17 19.5
degres pris en 8
min
“Température 159 143 157 125 kK 1.7 189
extérieure
Tableau 4 : Mon i les 10 premi min du TEC at arature extérieure.

Remamgua | Ce fablean prowve une fods de plus gue la lempdrature extdhiaune n'inflie en ren sur e TEC

f) Résultats effectifs concernant les températures de traitement
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Moyenne de température Moyenne de température
TESTO Progis +

4a.7 49.1
47.3 478
49.9 50.1
49.8 50
49.8
50.3 50

Tableau 5 : Moyennes des températures lors du TEC avec 2 sondes.

On voit dong ici que les traitements sont corrects par rapport 4 la consigne de lempérature
donnée avec une seule fausse note pour le site 3 avec un raitement trop bas qui powrrait donc
s'avérer pau efficace au regard de le flavescence dorée.

Un autre probléme n'apparaissant pas sur ce tableau a été relevd lors du traiternent pour le site 5 ol
la maching a disjoncté durant les 3 premiéres minutes et ol les plants ont 8té sorfis 3 minutas en
retard. On ne peut donc savoir & ce stade si ce petit incident pourrait aveir un impact, néanmaoins il est
impartant de le souligner en cas da résultat inattendu.

Pour ce qui st des machines en elles mémes on a pu voir que certains sites comme le 2 et e
4 possadent un couvercle mais que cela n'a pas d'incidence sur la température lors du traitement

581
50,5

E ——Site 1
45,5 ——Site 2
a9 Site 3

48,5 : —=Site d |

—w—Site 5 :

43 - . S—— |

Site 7|

475 —— — i

a7 ' [

1 2 3 4 5 [ 7 g |

Graphigue 3 : Comparaizon des relevés de température de TESTO lors du TEC
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Ce graphigue nous démantra que comme l'indiquait les moyannes tout les traitamants
excepté pour le site 3 ont suivi |3 température de référence avec plus ou moins de stabilitd durant les
45 min,

Les différences entre la température minimale et maximale cbservées durant les 45 de
tratament variant selon les machines entre 0.57c et 1.3°c.

Les bains les plus proches de S0° durant tout le TEC &tant le site 5 ef le site 4 comme le maontre le
tableau 5.

En revanche quand on regarde la moyenne de TEC du site 1 qui etait la méme que pour le sita 5
(49.8°) on se rend compte qu'elle est plus do ici & un aquilibre entre les 15 premiéres ef les 15
demiéres minutes du TEC.

On note &galement ici gue | traitement du site 7 est légérement supérieure au autre mais gue
la stabilité de la température est relativement correcte.

Pour finir on peut noter que pour le site 2 la mayenne est bonne (49.7°) mais gue c'est le site
all I'eaw du bain a subit les plus grandes variations de lampératura comme le montrait auparavant les
graphiques 7 et 2.

== 5ite 1
——5ite 2

== 5ite 3

i Site 4
——Site §
~@—5ite 6

~Site 7

Graphigue 4 : Comparaison des ralevés de lempérature de Progés +lors du TEC

Ce graphique a pour objectif d'exposer les variations de température dans un paquet de plant
lors d'un TEG.
On remarque tout d'abord quelques différences avec le graphique précédent au nivesu des variations.
En effet ici pour 2 site 2, il n'y & pas plusieurs variations mais une seule montée en températura avec
un début de bain un peu bas.

En outre pour les sites 5 et 6 on note foujours une forfe stabilité de |a température et de bonne
stabilité pour les sites 7, 4 et 1_avec de petits écarts négligeables.

13
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gl Analyse du refroidiszsement des plants aprés TEC.
Outre les conditions avant traitement et le TEC lui-méme, il semblait interessant de connaitre
la vitesse de refroidissement des plants afin d'avaoir un apergu sur ke choc thermigque subit & la sortie

du bain.
| 52
| 48
aa | == Site 1
[ 4@ - Site 2
1]
32 == Site 3
18 i Gt 4
24
20 i Gite 5
16 R
12 ——Site b
8 Site 7

Graphigue 5 : Courbes de la chute de température des plants par site (Progés +}

Total de la

Nom du
site

T lors du Lieu de stockage h 0 (t° a la fin du
TEC plants aprés TEC TEC)

Temps h+1 h+2 perte de

degrés

Sita 1 soleil 15,57 dans hangar ouvert | 50" (11017

Site 2 soleil

| ses| us|  3ss
13° | dans hangar ouvert [ 50" (11h1E)

Site 3 gris, pluie legere dans hangar cuvert | 48° (12h45) 20 17.5 30,6

dans chambre
Site 4 gris, pluie [agéra d'acclimatation 50° (12h21)

ants dehors 49° (11h18)

Site 5 | gris. pluvieux

vent, gris et légére
Site & pluie 11,5* dans hangar ouvert |49 5° (11h47) 14 12,5 ar
dans hangar avec
porte la plupart du
Site 7 soleil 16° temps farméea 50° {11h42) 21,5 18 32
Moyenne de |a chute de température une heure aprés TEC 216 17,8 31.6

Tableaw & : Evolution de [a température 4 la sortie du bain puis 1h ef 2h aprés.

Sur ce graphigue ainsi que sur ce tableau on pewt distinguer des différences de chute de
température salon las sites.

¥ Site 1, la chute a &té relativement rapide la 1°* heure malgré le fait que les plants soient
restés durant cette heure au dessus du bac de traitement.

¥ C'est pour le site 2_que |3 diminution de la température des plants a &té la mains brutale
car les plants on éte laisss dans le palox sous une toile de jute, ce qui a trés certainement
frainé le rafroddissament.

14
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¥ Pour ce qui est du site 3 la chute corespond un peu pres a la moyenne ganerale. Les
plants sont redescendus rapidemant an température car aprés traitement ils ont éte atalés
dans la hangar a l'air libre qui était de 15°C cefte journee la.

¥ Site 4, la chute a été une des moins fortes car une fois traités les plants ont & placés en
chambre d'acclimatation ol la température était d’environ 18°C.

¥ C'est pour le site 5 que la chute de température la plus importante a €té enregistrée. En
effet la machine de traitement dfail située dehors et les plants aprés fraitement ont ete
placés a proximité de la machine ol il faisait 11°C avec une forte humidité, Dans ca type
da cas on pourrait potentiellement mettre en péril la qualité des plants car au dela du fort
choc thermigue les plants sont laissés a Nextérisur ol ils se desséchent plus vite.

< Pour le site 6 la chute est également &levaea car il faisait 11°C environ ce jour Ia. Les
plants étaient malgrs tout a Fabri du vent aprés traitement el le hangar o ils étaient
entreposés était & peine a 12°C.

¥ Pour finir pour le site 7, la descenta est correcte vis-a-vis de la moyenne. Les plants ant

été mis al'abr de toul courant d'air (sous plastigue).

Bilan de la mise en ceuvre des traitements

+ Il n'existe pas de corrélation entre la température de I'eau durant la TEC et la
température extéricurs, sous réserve gue la machine ait un systéme de régulation
de temperature operationnel,

4+ Dés le début des TEC toutes les machines étaient proches de la température de
référence (sauf site 3) et ont mis en mayenne 10-12 min pour atteindre leur
moyenne de traitament. Les variations sont ici dues & des volumes de machines
différents, ou & des homogénéités plus ou moins correctes.

4+ Les plants mettent également 10-12 min & atteindre |a température de référence
{puce a l'intérieur des pagquets de planis).

4 Laprésence d'un couvercle n'a aucuna incxdence sur la mayenne de traitement at
trouve plutat sont intérét dans 'économie d énergie.

4 Das patites variations lors du TEC n'ant pas forcement d'incidence sur la
température des plants, on peut d'ailleurs prendre lexemple du site 2,
Cet exemple montre gue malgré des variations de 'eaw du bain d'envirgn 0.8°C la
température des plants une fois dans le bain se stabilisent.
En résumé -
4  Site 1 les plants on subit les plus forts &carts durant le fransport. La température du
traitement était correcte avec une montés en température wun peu lente et une chule apres

TEGC un brin frop élevee,

+  Site 2 : C'est | lieu ol lors du TEC le bain a subit les plus grandes variations mais avec ung
moyanne correcta une montée rapide de la température et une diminution lente aprés TEC.

15
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& Site 3 : Un TEC avec une température trop faibke et certainemeant un manque dhomooé niité
de la machine.

< Site 4 : Le systéme de chambre d'acclimatation semble une réponse intéressante pour la
limitation du chec thermique avant et apres TEC. Le fraitement a été un des plus proches de
507 C et a été tras stable.

4 Site 5 : Les écarts pendant le transport on été un peu élevié et le transport a &t le plus long.
Le traiternent a été comect en revanche les plants on subit un fort choc themmique avec une
montée tres rapide en début de TEC et une chute tres forte apres TEC,

& Site 6 ; le traitement a éu comact et tres stable.

#  Site 7 : le traiternent a ébé le seul un peu au dessus de 507 et a été stable. La machine
semble la plus homogene au regard des enregistrements des 2 puces qui sont les plus
similaires.

Les traiternents eau chaude sur les différents sites ont donc tous ébé comects comme le
mantre les résultats & 'exception du site 3 ou le traiternent était trop bas etdonc  prion
potentigliement mains efficace.

Mais il faut vérifier si toutes ces diffiérences entre sites auront une incidence significative sur les taux
de reprise des plants traités.

Principaux résultats obtenus

Les résuliats des observations el controles effectués en fin de campagne apres amachage de |a
pépiniere sont consignés dans le tableau suivant
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Site & Site 3 Sin 2 Site & St 1 Sin 4 Site T
int |45 | Ty | ot [50°45') int [50°45| w | Gy |t | S0S ) e | s ) it | T | g
18 1=
Date TEC - | 05mvr |05-mvr| - | B3aer| - " | awe | - 23-mars | - | Ddeawr | o | 2w | 12-anr
Date PIE* 3" sevnaime mal 15-miai O7-mai 4 "&.m 4 semaing ma 10-mai 23-mai
dcart # 6 samaines 42 jours A0 jours o6 samaines | #9 semaines 35 joars 41 jours
narkat® par ity Timai
origine Alsace | ooeacl BT age | ogen | aew 100% | 100% 8% | BE% 9% | 99%
ariging Msrsier m’“" T | e 100% | 100% | T1% | 63% 98 | 9%
A i § FITH]
arigine Savale | H1Te e | wn | ee% | B ARt | BEN 100% | B9
origing CA11 g‘:a"i{;?‘ anw | sre 100w | 100% 41| 19w arh | oTR
orgine CASS | CS 180 7 104-14.3 100% | 100% | 100 [ 100% |91% | BT 9% | 9%
orgne cat | CTordESIE0E 100% | Be% | 100% | 9E% 0% | 96% o7 | T
of"q:r-u;.ﬂﬁu %’“ 1066 1504 S, | 85% | B3% [88% | 100% | 9% | GO | 100% | BE% [A2% | EE% |67 | B6% | 1004 | ook | 100%
Peliprines % % BE% | OTW | GE% BEY% % | 100% | W% |T1% 63% BE% 82% % S
17
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Commentaires :

Dans 5 cas sur 7, les différences de reprise entre les témoins non traités et la modalite 50°-45" sont
inférieures cu égales 4 2 . Sur les 2 autres sites, la modalite réference a décroché davantage par
rappodt au témaedn non traité, - 8% et — 4%. Les résultats du site 1 (71 pour le témoin mon fraite et
63% pour la modalité traitée) peuvent s'expliquer en partie par une plus longue pariode entre le
traiterment et la plantation ainsi que par de mauvaises conditions lors de la plantation. Sur un seul site,
la modalité traitée a présenté un taux de réussite supérieur mais de seulement 1 . Globalement, on
remarque donc que les différences de reprise ne sont pas frés importantes, contrairemant aux essais
conduits I'année précédente mais pratiquament toujours en faveur du témain non traité. Cependant,
méma limitéas cas différences peuvent &tre significatives et 8'avérer problemaltiques, que ce soit sur
la plan économique ou commercial.

B) AUTRES ESSAIS SELECTIVITE

1. ESSAIS SUR BOUTURES

Objectif :

Weérifier lNnnocuité du TEC sur des boutures greffons et parte-greffe, avant greffage.
Protocole ;

2 modalités ; tamoin non traté et TEC 50°-45

Assamblage | Wiognler / Fercal

Quantités : 4 répétitions de 150 plants =oit 1200 plants & greffer.

Résultats :
Nb | Prants | Eiminés | Elimines %
WEEFFES= BOWTIRES E;:m; triés | soudures | racines | MOMS reprise

Viagnier 642 | Fercal 242 B3 1 | 50°-45" 150 80 16 18 36 53%
Viognier 42 | Fercal 242 B3 | tiit 150 118 14 i 12 T9%
Wiognier G42 | Fercal 242 B3 | 50°-45 151 &4 10 13 ddd 56%
\iognier 642 / Fercal 242 B3 I tmt 149 T3 10 20 46 45%
Viagnier 42 / Fercal 242 B3 | 50°-45" 151 98 1 18 34 65%
Viognier 642 | Fercal 242 B3 m tmt 150 106 10 11 23 T1%
Wiognier 642 | Fercal 242 B3 IV | 50°-45 147 a0 ] 5 e 61%
Viognier 642 | Fercal 242 B3 V| tmt 147 a7 12 11 27 6E6%

Moyenne lots traites : 5%
Moyenne lots non traités : 66%

Les lots de plants issus de boutures graffons et pore-greffe non traitées présement un taux de
réussite moyen supérieur aux lots msus de bouture traitées (66 contre 59 ). Le pourcentage de

i8
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réussite pour les plants issus de boutures traitées est cependant tout & fait comect (59 ). Ces
différences me sont cependant pas significatives sur wum plan statistigue, Cet assemblage
WingnierFercal avait &t& volontairement choisi car ce porte-greffe est réputé pour étre plus sensible
aux traitements & |'eau chaude, En lNoccurrence, 5'il n'y a pas au d'impact rédhibitoira du TEC, force
est de constater que les taux de réussite s'avérant infériaurs.

2. ES3AIS REHYDRATATION

Objectif :

Veértfier I'effet d'une réhydratation des plants juste avant plantation.

Protocole :

Les plants sont réhydretés par immersion totale excepte pour 1 lot ol seules las racings seront
trempees pendant 2dh,

Résullats :
Pas de : Réhydratation | Réhydratation
Rehydratation | Fehydratation 24h | & 0 cines) 48h
Maodalités = = . -
Témoin | TEC | Témoin | TEC | TEG |Témoin | TEC |Témoin| TEC
nen 50°- non 15% | B0°- non 50°- nen 50°-
traité 45" traité 45 45 traité 45" traité 45"
MNombre de 5x 5x
Chardonnay 1068 plants Sx50 [5x50| 5x50 50 Sx50| 5x50 |5x50) Sx50 50
1504 % de
. 100 o8 992 (986 | 100 | 988 | 988 | 98B a8
reprige
"“’F';'I”a":f;d‘ 5x50 |5x50| 5x50 5 x 50 5x50 | 2X
Riparia 1030 (Rp) —
&
reprise 9B 06 99,6 a7 6 084 | 984

Commentaires

Les  résultats obtenus ne permettent pas de mettre en évidence un effel quelcongue de la
réhydratation des plants avani plantalion. Les fraitements a leau chaude n‘auralent donc pas
tendance & déshydrater les plants comme on aurait pu le penser. La réhydratation des plants traités a
I'eau chaude est donc facullative, Ces resultats ont cependant &té acquis dans des conditions
optimales de conservation des plants aprés traitement (plants conservés en sacs microperforés et en
chambre froide pourvue d humidificateurs).

3. CHOCS THERMIQUES ET ACCLIMATATION

bjectifs :
Werifier ot évaluer FNimpact de différents types dacchmatation du matériel avant et ou, aprés
traitement
Protocoles ;
Matériel utilisé :
Chardonnay sur S04
Riparia Gloire: (racinés de porte-greffe repigues)
Grenache B sur 3309C
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Tableau 2
Riparia Gloire (racinés repiqués de porte-greffe)
Modalités | Acclimatation | Acclimatation | Mombre % de
TEC avant TEC aprés TEC de plants | reprise
15h  ensac 15h air libre 250 a7.1
sp*-45 | 15h  ensac 12:‘;;:51 3: ::c 250 a8
tec puis
18h  ensac immersion 250 98,4
pendant 30'a 207
Pas de sortie
Temain non | de chambre 250 97,5
fraide
Tableay 3
Italia sur Gravesac
Modalités TEC Acclimatati Nombre plants | 99
ités clim on raprise
i hamhb
Témoin non traité s ke surtbe.l:le AIRTIN 100 100
froide
' . Acclimatation T° ambiante
Témoin non traité 100 98

24h sans TEC

, . Acclimatation T® ambiante
Témoln non traité 24h avant TEC & 15°-45' 100 100

&cclimatation T" ambiante

TEC 50°-45" 24h avant TEC 100 a7

e e

TEC 507-45" TEC puis acclimatation 30' 100 "
a0

TEC 50°-45' Acclim atatﬁg 36h avant 100 97

Commentaires :

Les résultats indigués dans e tableau 1 montrent que pour les |ots de greffés soudés, il n'y a
pratiqguement aucune différence de reprise guelles que soient les modalités d'acclimatation testaes.
Ceraines modalités présentent bien guelgues différences de taux de reprise mais aucune tendance
ne s& dégage réellement concemant la durée d'acclimatation du matériel avant ou apres traitement,
Pour les racings de porte-greffe, on remargue gue des durées d'acclimatation trop longues (44h voire
24h) ou trop coures (1h) aprés traitement ne semblent pas trés favorables mame =i & aussi la
tendance n'est pas natte.

Dans les tableaux 2 et 3, les résultats obtenus ne sont guére plus explicites.
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On peut donc penser que des durées d'acclimatation moyennes sont a privilégier, de Fordre d'une

douzaine d'heures mals qu'enire & heures et 20 heures, les nsques sonl globalament trés limités.

4, ESSAIS RACINES
Objactif :

Evaluer limpact de |a coupe des racines des planis avant traitement & I'eau chaude,

Protocole :
4 modalités prévues

- Témoin non traité racines entiéres
- Témoin non traité racines coupees

- TEC 50°-45 racines entigras

- TEC 50°-45' racines coupees
2 assemblages testés

- Chardonnay sur 504

- Grenache B sur 3308C

Résiiltats
Variaté Modalités racines | nbre plants rep
Témain non traité entiéres 50 100
Chardennay | Témain non traité coupées 50 100
1068/ 504
TEIRI TEC 50°-45' entieres 50 100
TEC 50°-45' coupées 50 100
Variété Modalités racines nbre plants Hrep
Témoin non traité entiéres 100 100
Granache B Emnin non traité coupdes 100 99
141/ 3309C | 1gc 5045 entiéres 100 96
TEC 50°-45" Coupées 100 9%

Commentaires :

Sur les deux assemblages testés, il n'y @ eu aucun impact lig & la coupe des racines. Que ce soil
pour les modalités fraitées ou pour les modalités non fraitées, les résultats sont similaires (seulement

1% de reprise en moins pour |2 lot de Grenache B non traité racines coupées).

Par contre pour le Grenache B, et méme si ce n'était pas le but initial de l'essai, on peut remarguer
que les [ots traités présentent des taux de reprise un peu inférieurs (36% confre B0 et 100% pour les

lois non traites).

Septembre 2016 révisé le 11 janvier 2017
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ESSAIS EFFICACITE

Apréas deux années dexperimentation visant 3 évaluer l'efficacite de differents couples température-
durée, certains enseignements peuvent éire tirés.

Tout d'abord, le couple de référence, 50745 a moniré toute son efficacité vis-4-vis de la destruction
des phytoplasmas de la Flavescence Dorée et du Bois Moir. Aucune boulure tratée avec celle
maodalité n'a été trouvée positive 4 ces jJaunissas.

Dans les témains non traités, méme si la mortalité des boutures a été importante, des symptdmes de
Flavescancea Doréda, confirmés par analyse PCR, ont bien &té cbservés. Il faut egalement signaler que
certains symptdmes ne se sont extériorisss qu'au bout de 2 ans confirmant ainsi, la possibilite
d'incubation de la maladie.

D'autres couples température-durée ont &té testés et pour linstant 'efficacité vis-a-vis da la
Flavescence Dorée a &té totale méme sl faut encore vérifier I'an prochain si certaines boutures ne
sont pas en incubation,

Par contre, vig-a-vis du Bois Mair, saul la coupla de référance a fait preuve d'afficacité.

La possibilté d'opter pour des couples températuras-durée moing exigeants pourrait donc s'envisager
mais sous réserve d'un fonctionnement optimal de la machine & eau chaude puisgque la marge de
securité en terme d'efficacité s'en trouverait réduite &l en sachant que les phytoplasmes du Bois Meir
na saraient pas éliminés.

ESSAIS SELECTIVITE

L'expérimentation principale visait a évaluer l'incidence de fraitements & l'eau chaude réalisés & partir
de machines différentes et sur des plants de diverses origines. En premiére année d'expérimentation,
en 2011, un site de traiternent et un lot de plants avalent décrocheé en terme de taux de réussite
observé. Les résultats ont &té mauvais alors que pour les autres sites de traitement ef les autres lots
de plants on pouvait considérer que les traitements & l'esu chaude n'avaient pas altéré la qualité du
matériel traité de maniére significative méme si les faux de réussite étaient I@gérament inférigurs par
rappor aux témaoins non traités

Cetle expérimentation a €té reconduite en 2012. Le nombre de sites de traitements et de lots de
plants de diverses origines ont &té augmentés. Les conditions des fraitements ont éé également
harmonisées, Les résultats se sont ainsi aveérés plus homogénas et aucun site ni aucun lot de plants
mont décroché comme en 2011, Malgré cela, les témoins non traités ont quasi systématiquement
présanté des ftaux de reprise aprés plantation légérement supérieurs aux lots traités (3% em
moyenne).

De nombreux autres essais ont été entrepris afin de vérifier limpact potentiel de facteurs autres que la
température &t la durée du traitement Il @ pu &tre a@insi analysé linfluence de l'acclimatation des
plants avant et aprés fratement & lNeau chaude, de leur réhydratation avant plantation, de la coupe ou
non des racines avant fraitement. Un essai sur boutures avant greffage a également dhé reconduit en
2012, en testant notamment l'affet du tratemant sur un porte-graffe jugéd plug sensible, l& Fercal.
Concernant les conditions entourant le traitement en lul-méme, peu de facteurs ont eu un impact
natable, La réhydratation des plants semble facultative et les conditions d'acclimatation que ce soit
avanl ou aprés Fatement n'ont eu gu'une influance trés limitée. On peut cependant conseiller d'éviter
les durédes trop imporantes ou trop courtes (plus de 24h et moins de 6h). La coupe des racines ou
non avant traitement n'a pas eu non plus dimpact significatd, Sur boutures, les lots traites ont
présenté des taux de réussite en papinigre inférieurs aux non traites (7% d'acart).

Globalement, en mafigére de sélectivité, on peut en conclure gue, dans la grande majorité des cas, les
traitements & l'eau chaude, s'ils sont réalisés dans de bonnes conditions, n'affecte pas de maniére
impaortante les taux de réussite méme si, que ce soit sur boutures ou sur plants, les lots non traités
présentant en moyenne des taux de réussite supérieurs de 2 & 3%. Le traitement & l'eau chaude
semble cependant fragiliser quelgue peu le matériel traité. Si les conditions sont favorables, cefte

23
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fragilisation n'a donc gue peu de conséquences. Par contre en cas de mauvaises conditions de
conservation du matériel ou de plantation, &t & fortior de traitement, les conséguences peuvent
savérer plus significatives. Ce type de traitement ne peut donc pas &re considérs comme totalement
anodin et un accident de traitemeant est d'autre part taujours possible.

Pour minimisar les risgques, | convient de prendre le maximum de précautions avant et pendant le
fraitement mais aussi aprés ce traitement, jusqu'a @ la plantation effectve des plants. Cela engage
donc daalement e viticulteur qui doit veiller & planter ce matériel 4 des dates compatibles et dans les
mailleures conditions possibles.,

24
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Annexe 3 : Diaporama présenté au GT par Mr Pascal BLOY le 23 février 2016
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Annexe 4 : Tableau 9 synthétique des conclusions sur I'efficacité des traitements a I'eau chaude sur
les organismes nuisibles de la vigne initiallement intégré au rapport contenant les erreurs
d'interprétations pour le bois noir et A. tumefaciens. Ce tableau qui a fait 'objet de corrections, a été
remplacé dans cette version 4 du rapport.

45 minutes 35 minutes

efficacité incertitude efficacité incertitude
_ + trés faible + trés faible
_ + trés faible - trés faible
_ + trés faible + trés faible

L’incertitude est qualifiée & 4 niveaux (trés faible, faible, modérée et élevée). Le niveau tres faible
est associé aux résultats qui supportent totalement I'hypothése. Les autres niveaux d’incertitude
sont explicités dans le texte (paragraphes 2 et 3).
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