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Détection sérologique des virus du court-noué¢ de la
vigne par le test ELISA.

Bernard WALTER, André VUITTENEZ, Jean KUSZAILA, Gilbert STOCKY, Jacqueline BURCKARD (*)
& Marc H. V. VAN REGENMORTEL (*)

I.N.R.A., Station de Pathologie végétale, 28, rue de Herrlisheim, F 68021 Colmar Cedex
(*y Institut de Biologie moléculaire et cellulaire du C.N.R.S., 15, rue Descartes, F 67084 Strasbourg Cedex

RESUME

La détection des virus de la mosaique de ’arabis (AMYV) et du « fanleaf » de la vigne (GFV) est réalisée par les
méthodes EL1sA sandwich directe et indirecte. Les deux méthodes ont des sensibilités et des spécificités trés voi-
sines.

Différents protocoles sont comparés pour la réalisation de contrdles rapides et fiables de lots de bois et plants
de vigne. L’importance du choix de ’échantillon & indexer et de I’époque de prélevement de ces échantillons est
démontrée : en fin de végétation, les virus sont encore détectés dans les radicelles des vignes alors qu’ils ne le sont
plus dans les feuilles.

Mots clés additionnels : Népovirus, mosaique de ’arabis, sélection sanitaire, diagnostic viral.

SUMMARY

Serological detection of nepoviruses of grapevine by ELISA.

Two nepoviruses, arabis mosaic virus and grapevine fanleaf virus, were detected in grapevines by direct and
indirect ELIsA methods. The sensitivity and specificity of both methods are very similar.

Different sampling procedures were compared with respect to their suitability for routine screening of infected
plant material. Reliable detection of the viruses by ELisA was no longer achieved in leaves in the late autumn
when grapevine rootlets had to be used as a source of virus.

Additional key words : Arabis mosaic virus, grapevine fanleaf virus, nepoviruses, sanitary selection,

diagnosis.

I. INTRODUCTION

A cause de sa grande sensibilité, la technique ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) s’est révélée
trés utile pour la détection sérologique des népovirus
de la vigne tant chez les hdtes herbacés que chez la
vigne elle-méme (VOLLER ef al., 1976 ; THRESH et al.,
1977 ; GONSALVES, 1979 ; RAMSDELL ef al.,, 1979 ;
WALTER ef al., 1979 ; BOVEY ef al., 1980 ; ENGEL-
BRECHT, 1980 ; JIMENEZ & GOHEEN, 1980 ; KOLBER
et al., 1980 ; TANNE, 1980 ; VUITTENEZ, 1980 ; JAN-
KULOVA et al., 1982 ; SHANMUGANATHAN & FLET-
CHER, 1982).

La méthode ELISA la plus utilisée est la méthode
sandwich directe (CLARK & ADAMS, 1977) qui présente
cependant 2 inconvénients :

du virus (BARBARA ef al.,, 1978 ; KOENIG, 1978 ;

ROCHOW & CARMICHAEL, 1979 ; BAR JOSEPH &
SALOMON, 1980 ; UYEMOTO, 1980) ;

2) la nécessité de préparer un conjugué enzyme-
anticorps pour chaque virus que 1’on souhaite diag-
nostiquer.

La méthode ELISA indirecte ne présente pas ces
inconvénients car elle permet la détection d’une
gamme plus large de souches (VAN REGENMORTEL et
al., 1980 ; VAN REGENMORTEL & BURCKARD, 1980 ;
DEVERGNE et al., 1981 ; RYBICKI & VON WECHMAR,
1981 ; LOMMEL ef al., 1982) et ne requiert que la pré-
paration d’un seul conjugué (par exemple des anti-
corps de chevre anti-globulines de lapin). La techni-
que sandwich indirecte est bien adaptée au diagnostic
viral dans les extraits bruts de plantes, mais elle néces-
site la préparation de 2 sérums anti-virus a partir de
2 espéces animales différentes dont les immunoglobu-
lines ne présentent pas de réaction croisée : lapin et
poule par exemple (VAN REGENMORTEL, 1982).

Dans ce travail, nous avons comparé ’efficacité des
techniques ELISA directe et indirecte pour le dépistage
chez la vigne des népovirus provoquant la maladie du
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court-noué ; nous avons également comparé ces tech-
niques immunoenzymatiques avec la méthode de flo-
culation du latex (QUERFURTH & PAUL, 1979).

Le broyage manuel des plantes a indexer est souvent
long et pénible, notamment pour la préparation
d’échantillons en grand nombre dans les programmes
de sélection sanitaire. Des tentatives pour alléger cette
étape ont été proposées, par exemple, en extrayant le
jus de feuilles a 1’aide d’une presse POLLAHNE ou
en utilisant des disques non broyés de feuilles infectées
(MARCO & COHEN, 1979, ROMAINE ef al., 1981).

Nous avons cherché a établir un test rapide de
détection du court-noué adapté au contrdle sanitaire
d’un matériel végétal important destiné & la multipli-
cation de la vigne ; bois prélevés par sondage dans des
parcelles de pieds meéres de porte-greffe ou de Vitis
vinifera, boutures ou plants greffés produits commer-
cialement et préts a la vente.

II. MATERIEL ET METHODES

Nos essais ont porté sur les 2 népovirus, agents du
court-noué de la vigne en France : grapevine fanleaf
virus (GFV) et arabis mosaic virus (AMYV). Une sou-
che de référence de ’AMYV, obtenue de CADMAN en
1962, a été utilisée pour différents essais comparatifs.
Les origines des vignes malades éprouvées dans les
tests étaient déja connues a la suite d’épreuves anté-
rieures (notamment pour celles inoculées par greffe a
I’aide d’origines connues de GFV ou d’AMYV), per-
mettant de disposer de plantes infectées par ces 2 virus
isolément ou en association. Les vignes saines étaient
issues de clones sélectionnés sans virus initialement ;
leur indexage devait constituer un contrble a poste-
riori du maintien de leur bon état sanitaire.

Les séries de tests avec le matériel développé en
serre, qui se sont échelonnées sur une période de
3 mois, ont permis de juger de la fiabilité des métho-
des, selon le degré de vieillissement des organes en
serre. La sensibilité des méthodes a aussi été éprouvée
en associant des prélévements de vignes saines et des
prélévements de vignes malades en proportion varia-
ble.

Les différents isolats de GFV (F13, GH) et ’AMV
(SYRAH, CADMAN) sont maintenus en serre sur Che-
nopodium quinoa.

A. Préparation des échantillons

Pendant la période de végétation au vignoble, de
jeunes feuilles sont prélevées a I’extrémité des sar-
ments sur souches adultes de Vitis vinifera ou d’hybri-
des porte-greffe.

En hiver, les échantillons de feuilles ou de radicelles
sont prélevés sur des plants de vigne en pots, obtenus
a partir de boutures de sarments ayant été placées
24 h en anaérobiose partielle sous I’eau pour lever la
dormance, puis forcées en serre. Dans ce cas, les pré-
lévements étaient effectués, soit peu apreés le débourre-
ment (feuilles), soit aprés 3 mois de culture en serre
(feuilles et radicelles). )

1 g de tissus (feuilles de C. guinoa, radicelles ou
feuilles de vigne) est broyé soit dans un mortier, soit a
I’aide d’un broyeur a cylindre (presse POLLAHNE)
en présence de 4 ml de tampon PBS-T-PVP pH 7,4,

additionné de 2,5 p. 100 de nicotine dans le cas
d’échantillons de vigne. Dans certaines expériences les
échantillons sont constitués de disques de limbe de
25 mm de diamétre, provenant de vignes malades ou
saines, individuellement ou en associant un disque de
vigne malade et 49 de vigne saine (dil. 1/50), et broyés
de la méme facon. Les extraits sont centrifugés pen-
dant 15 mn a 6 000 g. Dans le cas des extraits destinés
a des tests comparatifs en ELISA et latex, le broyage
des tissus de vigne est effectué dans une solution de
2,5 p. 100 de nicotine dans I’eau ; les surnageants,
aprés centrifugation, sont ensuite mélangés a un
volume égal de solution contenant une concentration
double des constituants des tampons (PBS-T-PVP
pour ELISA et Tris-PVP pour latex).

Parallélement, des disques de 5 mm de diameétre
sont découpés a l’aide d’un emporte-piéce dans les
feuilles de C. quinoa et de vigne et broyés comme ci-
dessus a raison de 4 ml de milieu/g ou immergés
directement dans les cupules ELISA contenant 200 pl de
milieux de diffusion. Les milieux utilisés sont : H,0O ;
tampon PBS ; PBS + mercaptoéthanol 0,2 p. 100 ;
PBS + DIECA 0,1 p. 100; PBS + Tween 20
0,05 p. 100 + PVP 2 p. 100 ; nicotine 1 ou 2,5 p. 100
dans H,O ou PBS.

B. Préparation des antisérums

Les virus AMV et GFV sont purifiés a partir de
C. quinoa aprés clarification au butanol-chloroforme,
précipitation au polyéthyléneglycol, ultracentrifuga-
tion et fractionnement sur gradient de saccharose.
Chaque semaine on injecte 1 ml d’extrait purifié¢, par
piqiires intramusculaires dans la cuisse des lapins ou
des poules, en présence de 1 ml d’adjuvant incomplet
de Freund. Les extraits contiennent de 30 a 60 ug/ml
de GFV, de 75 a 100 pg/ml d’AMV,

Les titres des antisérums sont déterminés par double
immunodiffusion en gélose en présence de NaCl
0,15 M.

C. Purification des IgG de lapins et préparation des
conjugués

L’albumine et d’autres protéines du sérum des
lapins sont précipitées par addition de rivanol (2-
éthoxy-6,9-diaminoacridine lactate) a 0,09 p. 100 final
(HARDIE & VAN REGENMORTEL, 1977). Les IgG sont
recueillies ensuite par précipitation au sulfate d’ammo-
nium 2 M final, redissoutes dans un petit volume
d’eau distillée, dialysées contre du tampon PBS 1/2,
ajustées a une concentration de 1 mg/ml (E$:!* = 1,4)
et conservées a — 20 °C.

La phosphatase alcaline (SIGMA, VII-S) est cou-
plée aux IgG en présence de glutaraldéhyde a 0,06 p.
100 (AVRAMEAS, 1969). Les conjugués sont conservés
a4-°C.

D. Purification des IgY de poules

Les jaunes d’ceufs successifs d’une poule immunisée
avec le virus sont rassemblés et les IgY en sont extrai-
tes par précipitations progressives au polyéthyléne-
glycol 6 000 a 3,5 p. 100 puis 12 p. 100 selon la
méthode décrite par POLSON et al. (1980). Les IgY
sont reprises dans du tampon phosphate 0,01 M pH
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7,5 contenant 0,1 M de NaCl et 0,01 p. 100 de NaN; a
raison de 10 mil pour 3 ceufs. Le PEG restant est éli-
miné par un traitement avec un volume de chloro-
forme et les IgY sont conservées a — 20 °C.

E. Méthode ELISA directe

Les cupules des cuvettes PAK-GILFORD ou des pla-
ques GREINER M 29 A sont tapissées avec 200 pl
d’IgG de lapins diluées dans du tampon carbonate de
sodium pH 9,6 et incubées pendant 4 4 5 h a 37 °C.
Apreés 3 rin¢ages a ’aide du tampon PBS pH 7,4 conte-
nant 0,05 p. 100 de Tween 20 (PBS-T), on ajoute 200 ul
d’extraits de feuilles de vigne ou de C. guinoa préparés
comme décrit ci-dessus ou 200 pl de milieu de diffusion
dans lesquels on immerge des disques de feuilles. Les
extraits sont incubés pendant une nuit a 6 ou a 20 °C.,
Aprés 3 nouveaux ringages, 200 ul de conjugué
phosphatase-IgG lapin dilué dans du PBS-T contenant
2 p. 100 de PVP et 0,2 p. 100 d’ovalbumine sont incu-
bés pendant 5 a 6 h & 37 °C. Les cuvettes sont a nou-
veau rincées et 250 pl de substrat (p-nitrophényl phos-
phate de 0,6 a 1 mg/ml dans un tampon dié¢thanola-
mine 0,1 M pH 9,8) sont mis a incuber a température
ambiante pendant des durées variables. La réaction est
mesurée par lecture de la densité optique a 405 nm a
I’aide d’un lecteur GILFORD EIA PR 50 ou d’un lecteur
DYNATECH micro ELISA MR 590.

F. Méthode ELISA indirecte

Les cuvettes sont tapissées avec des IgY de poules
comme décrit ci-dessus. Aprés ringage et incubation
des antigénes, 200 pl d’IgG de lapin (1 a 2,5 pg/ml)
sont incubés pendant 3 h & 37 °C. Les cuvettes sont
rincées, puis on ajoute 200 pl de conjugué préparé
avec des immunoglobulines de chévre anti-IgG de
lapin. Aprés 3 h d’incubation a 37 °C, la réaction
enzymatique est faite comme précédemment.

G. Test de floculation au latex

La technique utilisant du latex préenrobé par la pro-
téine A, c’est-a-dire la méthode PALLAS (QUER-
FURTH & PAUL, 1979), a été appliquée.

III. RESULTATS

Les titres des anti-sérums des lapins et des prépara-
tions d’IgY purifiées des ceufs sont trés comparables
et atteignent des valeurs supérieures a 1/1 000 aprés
5 injections. Le titre des réactions avec les protéines
normales est inférieur a 1/32, celui des réactions hété-
rologues entre les 2 virus AMV et GFV est le plus sou-
vent inférieur a 1/32.

Différents milieux ont été essayés dans lesquels les
feuilles de C. quinoa ou de vigne ont été broyées. Si le
GFV a pu étre détecté dans les feuilles de C. quinoa
broyées dans tous les milieux utilisés, la présence de
nicotine est indispensable pour que le virus puisse étre
détecté dans les extraits de vigne. Ces résultats ont été
confirmés en immergeant des disques de C. quinoa et
de vigne dans les différents milieux de diffusion.

A. Comparaison des méthodes ELISA directe et indi-
recte

La sensibilité des méthodes ELISA directe et indi-
recte a été évaluée en utilisant des préparations de
GFV et d’AMYV purifiés. Les résultats montrent que,
dans les 2 méthodes, le virus peut étre détecté jusqu’a
une concentration d’environ 10 ng/ml (fig. 1, 2 et 3).
Lorsque le virus purifié est dilué 4 fois dans du jus de
vignes saines, cette sensibilité se trouve dimiruée
d’environ 10 fois.

La méthode indirecte a été comparée a la méthode
directe pour la détection de ’AMYV et du GFV dans
des jus bruts de C. quinoa et de vigne. Le bruit de
fond (densité optique pour les extraits de plantes sai-
nes) est toujours plus élevé d’un facteur 2 & 10 pour la
méthode indirecte que pour la méthode directe. Ce
bruit de fond baisse lorsque ’on diminue la concen-
tration du conjugué chévre anti-lapin. Le virus AMV
n’est jamais détecté avec les réactifs GFV et inverse-
ment. Ceci est également vrai pour la méthode ELISA
directe et pour la méthode indirecte, méme lorsque
Pon utilise des virus purifiés comme antigénes (fig. 2
et 3).

Lorsque les extraits sont préparés par broyage de
rondelles de feuilles de plantes saines et virosées
mélangées dans des proportions variables, on constate
qu’il suffit la plupart du temps d’un seul disque de
vigne malade ajouté a 49 disques de vigne saine pour
que le virus soit détecté. Dans le cas de C. quinoa la
détection est encore assurée avec un disque de feuille
malade pour 99 disques de feuilles saines.

Lorsque I’on utilise des disques non broyés comme
source d’antigénes, pour C. quinoa, il suffit d’un seul
disque par cupule pour pouvoir déceler le virus, alors
que pour la vigne, 5 a 8 disques par cupule sont néces-
saires pour obtenir des résultats positifs.
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Figure 1

Détection du GFV FI3 (e———e) par la méthode ELisa directe.
ABR : anticorps de lapin GFV utilisés pour le tapissage des cupules
(globulines a 2,5 ug/ml ; incubation 5 h); AG : virus purifié ;
ABR* : anticorps de lapin anti GFV conjugué (1/400) incubé pen-
dant 4 h. (o——o0) : bruit de fond mesuré avec le tampon.
Detection of grapevine fanleaf virus (GFV) by direct ELisA
(e———s). ABR : anti GFV rabbit antibody used for coating plates
(2.5 ug/ml globulins incubated for 5 h); AG : purified virus ;
ABR* : anti GFV rabbit antibody conjugate (diluted 1/400) incu-
bated for 4 h.
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Figure 2

Détection de 2 isolats (GH et FI3) du GFV par la méthode
Ewisa indirecte. ABC : anticorps de poule anti GFV utilisés pour le
tapissage (globulines a 1 ng/ml) ; AG : virus purifié ; ABR : anti-
corps de lapin anti GFV (antisérum dilué 1/5 000) ; anti R-1eG©” :
conjugué chévre anti lapin (1/2 000). Les 2 souches du virus
AMYV (S et C) ne sont pas détectées par les anticorps anti GFV.
Detection of 2 isolates (GH and FI3) of grapevine fanleaf virus
(GFV) by indirect ELisa. AB® : anti GFV chicken antibody used for
coating (1 pug/ml globuls) ; AG : antigen ; ABR : anti GFV rabbit
antiserum (diluted 1/5 000) ; anti R-IgGG' : goat anti rabbit conju-
gate (1/2 000). The 2 strains (S and C) of arabis mosaic virus

(AMYV) are not detected in this test.
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Figure 3

Détection de 2 souches (AM V-C et AMV-S) de I’AMV par la
méthode ELisa indirecte. ABC : anticorps de poule anti AMYV utili-
sés pour le tapissuge (globulines a [ pg/mi); AG : virus purifié ;
ABR : anticorps de lapin anti AMV (antisérum dilué 1/10 000) ;
anti R-IgGC™ : conjugué chévre anti lapin (1/2 000). Les 2 iso-
lats GH et F13 de GFV ne sont pas détectés par les anticorps anti
AMV.

Detection of 2 strains (C and S) of arabis mosaic virus (AMV) by

indirect ELisA. ABC : anti AMV chicken globulins (1 ng/mi) ; AG :
antigen ; ABR : anti AMV rabbit antiserum (1/10 000) ; anti R-

IgGY™ : goar anti rabbit conjugate (1/2 000). The 2 isolates of

GFV (GH and F13} are not detected by AMYV antibodies.

La température d’incubation des disques et I’agita-
tion des plaques pendant cette incubation n’influent
pas sur ces résultats. Avec des disques de C. quinoa,
les virus du court-noué peuvent &tre détectés aisément
aprés 15 a 30 mn d’incubation du substrat (fig. 4 A).
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Figure 4A
Détection du GFV dans les disques de feuilles non broyées de C.
quinoa par la méthode ELisA directe.
Anticorps de tapissage anti GFV : 1,25 ug/ml (a) 5 h, 37 °C

et 2,51g/ml (@) 5 h, 37 °C.
Antigenes : 3 disques de C. quinoa sain (R) et infecté par le GFV
(A et @) immergés dans le tampon PBS-Tween-PVP une nuit,
20 °C, sous agitation.
Conjugué phosphatase anti GFV : 1/800 (A) et 1/400 (@) 6 h,
37 °C. Les valeurs des DO s sont les moyennes de 4 répétitions par
expérience.
Detection of GFV in leaf discs of C. quinoa by direct ELisA.
Coating antibody : 1.25 pg/ml (A ) and 2.5 ug/ml (@). Wells con-
taining either 3 discs from healthy leaves (M) or GFV-infected
leaves ( A and @ ). Enzyme conjugate was used at 1/800 (A) and
1/400 (@) dilution. Each point represents the average of 4 mea-
surements.

Figure 4B

Détection du GFV dans des disques de feuilles non broyées de vigne
par la méthode ELisa directe.

Anticorps de tapissage : | ug/mi, 4 h, 37 °C.

Antigenes : 8 disques de vignes saines (A) ou infectées par le GFV
(Q) ou extrait obtenu par broyage de 1 g de feuille dans 4 ml de
tampon PBS-Tween-PVP-nicotine 2,5 p. 100 (Q). Incubation une
nuit a 4 °C, sous agitation.

Conjugué phosphatase anti GFV : 1/800, 6 h, 37 °C.

Les valeurs de DO s sont les moyennes de 4 répétitions par expé-
rience.

Detection of GFV in leaf discs of grapevine by direct ELISA.
Coating antibody : 1 nug/mi. Wells contained either 8 discs from
healthy plants (A ), or from GFV-infected plants (Q), or a leaf
extract (1 g leaf tissue ground with 4 ml PBS-Tween-PVP buffer
containing 2.5 % nicotine (O). The enzyme conjugate was used al
1/800 dilution. Each point represents the average of 4 measure-
ments.

Dans le cas de la vigne, il est nécessaire de laisser
incuber le substrat plus longtemps (fig. 4 B).

En comparant les méthodes sandwich directe et
indirecte pour la détection des virus du court-noué
dans des disques non broyés de vigne, nous avons
constaté que la sensibilité de la méthode indirecte est
supérieure a celle de la méthode directe. Mais, paralle-
lement, le bruit de fond mesuré par la méthode indi-
recte est, lui aussi, supérieur a celui de la méthode
directe et augmente proportionnellement avec le temps
d’incubation du substrat.

L’utilisation d’anticorps d’enrobage — IgG de lapin
anti-virus — plus concentrés (jusqu’a 2,5 pg/ml) ou
de conjugués moins dilués (jusqu’a 1/400) n’a pas per-
mis de réduire notablement le temps d’incubation du
substrat. Il en est de méme avec un substrat plus con-
centré (1 mg/ml) ou en laissant incuber les disques de
feuilles a différentes températures (4°, 20°, 25 °C).
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B. Test au latex

Les essais comparatifs avec la méthode de flocula-
tion du latex (technique PALLAS) démontrent que
celle-ci est moins sensible que la technique ELISA pour
la détection des virus GFV et AMYV (tabl. 1). Ces
essais ont été effectués sur des feuilles prélevées sur
des boutures de sarments forcées en serre au cours de
I’hiver (janvier 1982). De plus la technique PALLAS
nécessite une certaine habitude pour la lecture des
résultats de sédimentation du latex ; par ailleurs, la
qualité du réactif varie en fonction de I’échantillon

TABLEAU 1

Comparaison de [’efficacité des tests sérologiques PALLAS et ELisA
direct pour la détection des népovirus du court-noué dans des extraits
de feuilles de vigne infectée.

Vignes forcées en serre depuis 3 mois (hiver).
Comparison of latex test (PArLLAas) and ELIsA for detecting AMV
and GFYV in leaf extracts from infected vines.

Forced vines in glasshouse for 3 months (in winter).

nb. d’échantillons reconnus infectés/

Echantillon Technique nb. d’échantillons indexés

y. . e . GFV p. 100 AMV p. 100

d’immunsérum utilisé.
Tissu PALLAS 15/15 100 13/17 76

C. Influence du type d’organe prélevé infecté Euisa 19719 100 20/20 100

L’influence sur la détection de I’antigéne viral du ;jfllssu infecté b 17/23 4 121 5

, . L fon s <. ilué avec ALLAS
type d,organe prélevé a egalemen’t été étudiée (tabl. 2). sy sain ELisa 27729 9% 17/26 65
Les résultats montrent que, d’une part, chez des 1/50
vignes forcées en serre, GFV et AMYV sont détectables
TABLEAU 2

Influence du type d’organe prélevé (feuilles ou racines) et de la durée de végétation depuis le débourrgment (vignes forcées en serre ou poussant
naturellement au-dehors) sur ’efficacité de détection sérologique des népovirus du court-noué.
Résultats des tests ELisa (méthode directe et indirecte) chez des vignes issues de souches malades connues (*).

Influence of type of plant organ (leaf or root) and of growing time on serological detection
of AMV and GFV by direct and indirect ELISA in infected vines.

A. Vignes forcées en serre (hiver) — Forced vines in glasshouse (in winter).

Feuilles Racines
Série Virus Echant. n DO Evisa (1) Détect , DO ELisA Détection
directe indirecte étection (2) directe indirecte ctectio
Serre GFV 1 0,12 0,31 2,82 2,08
vigne 2 0,08 0,22 2/3 2,76 2,69 3/3
porte-
4 mois greffe AMV 3 0,02 0,07 0,25 1,23
4 0,09 0,27 2,41 1,56
GFV 3 s I bl
Vitis 5 0,03 0,32 2/3 2,20 1,34 1/4
Serre vinifera 6 0,02 0,00
AMV 7 0,03 0,06 153 2.83
- 8 2,65 1,80 2,83 2,40
vigne ~ OFV 9 0,03 33 » 2,80 2,38 /a
2 mois porte-
greffe 10 0,03 0,12 0,26 1,62
AMV 11 0,03 0,00 0,21 1,53
B. Vignes débourrées naturellement au-dehors (printemps) — Vines grown outside in spring.
GFY B 251 16
Vitis ’ ’ 4/4
Dehors vinifera AMY 14 1,62 2,48
15 0,39 2,63
16 2,63 2,13
vigne ~ CFV 17 2.94 2,31 wa
1 mois porte-
greffe 18 0,20 1,19
AMV 19 0,23 0,96

(*) Préparation des extraits : broyage au mortier de tissus (1 g) dans 4 ml de PBS-T-PVP pH 7,4 + 2,5 p. 100 nicotine.
(1) Différence entre la DO lue et la valeur du bruit de fond = DO¢ - DO-.
(2) Nombre de plantes détectées / Nombre total de plantes malades testées.
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plus longtemps dans les radicelles que dans les feuil-
les, d’autre part, que la concentration d’antigéne viral
dans les feuilles est la plus élevée dans le cas de vignes
débourrées, au dehors, au printemps.

Au cours d’années antérieures, il est apparu que la
période de fin d’été était assez défavorable a la détec-
tion des népovirus du court-noué chez la vigne par
des tests sérologiques d’immunodiffusion, probable-
ment parce que les organes aériens ne contiennent plus
assez de virus. Une tentative d’amélioration du diag-
nostic sérologique en arriére-saison a ¢té effectuée
par prélévement, au vignoble, de boutures de sar-
ments en cours d’aolitement, de facon a obtenir le
départ des bourgeons par forcage en serre aprés levée
artificielle de la dormance.

Il ressort des résultats (tabl. 3) que la remise en
végétation, induite expérimentalement, n’a pas favo-
risé une multiplication du virus suffisante pour assu-
rer une meilleure détection par la technique ELISA. En
effet, le pourcentage de vignes reconnues infectées n’a
pas augmenté, comparé aux résultats obtenus sur des
échantillons de feuilles prélevées au vignoble.

IV. DISCUSSION ET CONCLUSION

La motivation technique et agronomique de ces
essais était, d’une part, la mise au point d’un proto-
cole de contrdle viral rapide du court-noué applicable
aux lots de bois et plants déja préts a la vente (con-
trole a posteriori de la certification), d’autre part, la
vérification de I’absence du court-noué, par sondage
dans les parcelles de pieds-méres, des réinfections
naturelles pouvant survenir dans les sols de vignobles.

B. WALTER et al.

Les techniques ELISA représentent, par leur sensibi-
lité et leur facilité d’application, un progrés évident
pour le dépistage viral appliqué a la sélection sanitaire
de la vigne. Les résultats obtenus sont en accord avec
ceux de nombreux auteurs (GONSALVES, 1979 ; RAMS-
DELL ef al., 1979 ; JANKULOVA ef al., 1982 ; SHAN-
MUGANATHAN & FLETCHER, 1982). Le niveau de
détection atteint par les techniques ELISA directe et
indirecte est assez similaire, bien que dans certains cas
une légére supériorité de la technique indirecte soit
observée.

Il est généralement admis que les techniques ELISA
indirectes sont plus sensibles que les techniques direc-
tes, étant donné que chaque couche supplémentaire
dans le sandwich augmente le nombre de molécules
liées spécifiquement et entraine une amplification de
la détection par le conjugué. Cependant, cette supé-
riorité de la technique indirecte ne se vérifie que lors-
que tous les paramétres du test ont été ajustés de
fagon optimale (VAN REGENMORTEL, 1983).

L’absence de réaction hétérologue est contraire a ce
que ’on pouvait attendre avec la méthode ELISA indi-
recte qui devrait permettre la reconnaissance de virus
apparentés tels que AMV et GFV.

Le gain de temps espéré par l'utilisation de disques
de feuilles non broyés est inexistant du fait de la faible
sensibilité de cette technique. Par contre, le groupe-
ment d’échantillons de vignes a tester est avantageux :
dans ce cas, la détection d’un seul échantillon malade
dans un lot de 50 est possible.

Il semble que le choix de I’échantillon ainsi que la
période de ’année a laquelle ont lieu les tests sont les
facteurs essentiels qui déterminent la possibilité de
détecter le virus. Une amélioration évidente est obte-

TABLEAU 3
Détection du GFV et de 'AMYV en arriére-saison par la méthode ELISA.
Detection of GFV and AMV by ELisA in late autumn.

A. Echantillons de vignes forcées en serre (feuilles ou racines).

Samples from forced vines in glasshouse (leaves or roots).

Nature des tissus prélevés

Virus éven-

feuilles racines
tuellement
present nb. d’échantillons reconnus infectés/
nb. d’échantillons indexés
GFV 2/5 1/2
sommet
AMV 1/4 1/3
Vitis vinifera 33 p. 100 50 p. 100
base GFv 2/5 2/3
AMV 1/4 1/2

B. Echantillons prélevés directement au vignoble (feuilles).

Samples from vines in vineyard (leaves).

Virus éven-
tuellement présent

nb. d’échantillons reconnus infectés/
nb. d’échantillons indexés

Vitis porte-greffe GFV 4/5

AMV 33 87,5 p. 100
Vitis vinifera GFV 4/7

AMV 13 50 p. 100




SEROLOGIE DES VIRUS DU COURT-NOUE DE LA VIGNE 533

nue lorsque des radicelles, plutdét que des feuilles
infectées, sont utilisées comme source de virus. Des
résultats similaires ont été décrits pour d’autres virus
(FORD, 1973 ; CASTELLO, 1983). Malheureusement la
préparation d’extraits de racines est matériellement
irréalisable a grande échelle pour des essais de routine,
en dehors du cas de petites plantes cultivées en pots.
Malgré la plus grande sensibilit¢é de la technique
ELISA, comparée a d’autres techniques sérologiques
(VAN REGENMORTEL, 1982), elle n’est cependant pas
entiérement fiable lorsque les tests sont réalisés en
arriére-saison. Malgré ID’insuccés de nos premiers
essais, des études plus approfondies sont 4 poursuivre
pour établir si le forgage, en liaison avec la levée arti-
ficielle de dormance (par rindite ou anaérobiose par-

tielle) permettra de réactiver suffisamment la synthése
virale pour obtenir des tests positifs méme en arriére-
saison.

Regu le 27 mai 1983.
Accepté le 24 février 1984.
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