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Résumé&mdash; En utilisant un anticorps monoclonal (AcMc) dirigé contre le phytoplasme du stolbur dans un test Das-Elisa
direct (double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay), nous avons détecté un antigène dans le jus
brut de vigne présentant des symptômes de jaunisse pouvant être attribuée au bois noir (BN). La réactivité de l’AcMc
est plus ou moins intense selon la nature du détergent utilisé pour l’extraction de l’antigène. Cet antigène est détecté
chez au moins la moitié des vignes présentant des symptômes de jaunisse d’origine géographique diverse (France,
Italie et Suisse). Cette réactivité fait de l’AcMc anti-stolbur un candidat pour le diagnostic de cette jaunisse. De plus,
nous proposons un protocole d’extraction de vigne malade commun au test Elisa spécifique du phytoplasme du stolbur
et au test Elisa spécifique du phytoplasme de la FD.

phytoplasme / bois noir / flavescence dorée 1 Elisa / détergent

Summary &mdash; Influence of extraction medium on Bois noir and Flavescence dorée détection, using polyclonal
and monoclonal antibodies against stolbur and Flavescence dorée phytoplasmas. A double antibody sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) led us to show that a monoclonal antibody, specific for stolbur
phytoplasma, recognized a ’Bois noir’-associated agent in extracts of diseased grapevines from different countries
(France, Italy and Switzerland). In addition, we developed a common extraction procedure for the ELISA identification
of both stolbur and Flavescence dorée phytoplasmas.

phytoplasma / Bois noir / Flavescence dorée / ELISA / detergent

INTRODUCTION

Les jaunisses de la vigne, attribuées à des phyto-
plasmes précédemment appelés MLO (myco-
plasma-like organism), sont en progression
constante dans les différentes régions viticoles
du monde : en France (Caudwell et al, 1971b ;
Daire et al, 1993c), en Allemagne (Gärtel, 1965),
en Suisse (Cazelles et Kuszala, 1993), en Italie

(Credi et Santucci, 1992), en Israël (Boubals,
1993), aux États-Unis (Pearson et al, 1985), en

Australie (Magarey et Wachtel, 1986). Le terme
de jaunisse a été donné pour souligner le symp-
tôme le plus frappant de ces maladies, bien que
sur les cépages rouges on observe, au contraire
un rougissement. Ce changement de coloration
est considéré comme une manifestation secon-

daire provoquée par la perturbation des fonctions
par le phloème. Elle est due d’une part à la dis-
parition de la chlorophylle et des thylakoïdes qui
la portent, et d’autre part à l’apparition de plasto-
globules contenant des caroténoïdes dissous



(Gourret, 1971). Ces maladies peuvent avoir une
grande importance économique en raison de la
diminution de la productivité et de la qualité du
raisin. Certaines peuvent entraîner une baisse de

vigueur et même la mort des pieds de vigne. Les
agents responsables, les phytoplasmes, sont des
microorganismes (50-1 000 nm) sans paroi,
appartenant à la classe des mollicutes. Ils sont

localisés dans les tubes criblés du phloème des
plantes qu’ils parasitent. À ce jour, et malgré de
nombreuses tentatives, les phytoplasmes ne sont
pas cultivés en milieu acellulaire (Sears et
Schewe, 1994). Ces dernières années,
l’approche de la biologie moléculaire par diffé-
rents laboratoires a permis de progresser dans
leur connaissance et de les distinguer des autres
mollicutes. Les principaux travaux ayant motivé
leur nouvelle appellation «phytoplasmes» ont été
récemment relatés dans une revue (Cousin,
1995). Il a été possible de les classer (Seemüller
et al, 1994) et d’attribuer un nom à l’un d’entre
eux (Zreik et al, 1995).

Actuellement, sous nos climats, les vignes
sont contaminées principalement par deux phyto-
plasmoses : la flavescence dorée (FD) et le bois
noir (BN).

La FD est bien connue (Caudwell et

Ottenwaelter, 1957). Son étiologie a été démon-
trée par la microscopie électronique (Caudwell et
al, 1971 a) et par la transmission de vigne à vigne
par le vecteur naturel Scaphoideus titanus Ball
(Schwester et al, 1963). La sérologie et l’hybrida-
tion ADN-ADN utilisant des réactifs préparés à
partir d’isolats entretenus au laboratoire dans des
hôtes expérimentaux ont permis la détection
directe dans la vigne : en sérologie (Caudwell et
Kuszala, 1992) ou en biologie moléculaire (Daire
et al, 1992).

Le type BN a été décrit en France dans la

région de Bourgogne dès 1961 (Caudwell). En
Allemagne, il a été signalé sous le terme de
Vergilbungskrankheit (VK) par Gärtel en 1965
dans les vallées de la Moselle et du Rhin. Il a

également été mentionné en Suisse (Cazelles et
al, 1992) et en Italie (Credi et Santucci, 1992). Le
BN a été distingué de la FD du fait que la cica-
delle S titanus, vectrice de la FD, ne transmet

pas le BN même expérimentalement (Caudwell
et al, 1971 b). Toutefois la similitude des symp-
tômes avec la FD et la présence de particules de
type mycoplasme (Granata et Grimaldi, 1991) ont
permis de soutenir l’hypothèse que les agents
pathogènes de ces jaunisses étaient également
des phytoplasmes. La détection des phyto-

plasmes en PCR (polymerase chain reaction) uti-
lisant des amorces pour l’ADNr 16S suivie d’une

analyse de restriction (RFLP : restriction frag-
ment length polymorphism) a permis de montrer
la présence d’un phytoplasme appartenant au
même groupe ribosomique que le phytoplasme
du stolbur dans des vignes atteintes de BN en
France (Daire et al, 1993b), et dans divers pays :
en Italie et en Israël (Daire et al, 1993c), en
Suisse (Daire, communication personnelle), en
Allemagne (Maixner et al, 1994).

L’utilisation de la PCR et de la RFLP des frag-
ments amplifiés a permis de classer la FD, le BN
et la VK par rapport à d’autres phytoplasmoses
(Daire, 1994 ; Seemüller et al, 1994). En effet,
les comparaisons de séquences d’ADNr 16S
indiquent que les isolats FD et les isolats de jau-
nisse de l’orme sont étroitement apparentés mais
distincts, et que la VK est apparentée au stolbur.
La séquence de l’espaceur intergénique 16S-23S
du phytoplasme du BN montre qu’elle est iden-
tique à celle du stolbur (Daire, 1994). BN, stolbur
et VK, forment un sous-groupe du groupe des

jaunisses de l’aster (Kirkpatrick et al, 1994 ;
Seemüller et al, 1994).

Parallèlement aux approches de la biologie
moléculaire, la sérologie avec des anticorps poly-
clonaux ou monoclonaux (AcMc) dirigés contre
les phytoplasmes de plusieurs jaunisses
(Caudwell et al, 1982 ; Clark et al, 1988 ;
Boudon-Padieu et al, 1989 ; Cousin et al, 1989 ;
Schwartz et al, 1989 ; Garnier et al, 1990) a per-
mis la détection et la caractérisation des phyto-
plasmes agents de maladies des plantes. Dans
le cas de la FD, la mise au point du test Elisa
(enzyme-linked immunosorbent assay) sur
vignes malades a nécessité l’addition de déter-
gents au milieu d’extraction pour assurer l’acces-
sibilité aux antigènes du phytoplasme (Caudwell
et Kuszala, 1992). Ainsi, les tests génomique
(PCR) et sérologique (Elisa) sur la FD ont permis
de préciser, en France et dans le monde, les
zones de présence de la FD et des autres jau-
nisses comme le BN (Daire et al, 1993a ;
Kuszala et al, 1993). En France, elles se super-
posent dans les vignobles du Sud.

La parenté entre le stolbur et l’agent du BN, au
sein d’un même groupe ribosomique, a suggéré
qu’une parenté sérologique pouvait également
exister entre ces deux phytoplasmes. Le stolbur
décrit par Valenta et al (1961) en

Tchécoslovaquie, a également été décrit en
France par Cousin et Grison (1966), puis étudié
en fluorescence (Cousin et al, 1968). C’est une



maladie à phytoplasme des solanacées, transmi-
se par plusieurs cicadelles dont Hyalesthes
obsoletus. Actuellement on constate une large
distribution de cette maladie dans le monde. En

France, un anticorps polyclonal contre le stolbur
avait déjà été utilisé pour un diagnostic spéci-
fique de la maladie en immunofluorescence
(Cousin et al, 1989). Puis la production d’un
AcMc dirigé contre le phytoplasme du stolbur
(Garnier et al, 1990) a permis de le détecter par
Elisa dans de nombreuses plantes hôtes : toma-
te, poivron, aubergine, tabac, lavandin et liseron,
ce dernier jouant le rôle de plante réservoir. Il a

également été montré le rôle de H obsoletus
comme vecteur du stolbur en France (Fos et al,
1992). Récemment des H obsoletus, capturés
aux alentours des vignobles en Moselle

(Allemagne), ont permis l’inoculation expérimen-
tale d’un phytoplasme de type stolbur à des
vignes saines (Maixner, 1994).

L’objet de cette étude a été, dans une premiè-
re étape, de vérifier l’existence d’une parenté
sérologique entre le phytoplasme du stolbur et
l’agent associé au BN, afin de permettre la détec-
tion du BN en Elisa, puis son étude épidémiolo-
gique. Dans une seconde étape, nous avons
recherché un tampon d’extraction permettant la
réalisation, sur le même extrait de vigne, du test
Elisa spécifique du phytoplasme du stolbur et de
celui spécifique du phytoplasme de la FD.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Matériel végétal

Les vignes (Vitis vinifera L) malades présentaient les
symptômes typiques de jaunisse : sur feuillage :
enroulement accompagné de jaunissement ou de rou-
gissement du limbe, soit généralisé, soit sectoriel limité
par les nervures ; sur bois : non-aoûtement des sar-
ments de la base au sommet ; sur grappes : dessè-
chement de la rafle et des grains. Les échantillons des
vignes malades poussées au vignoble étaient consti-
tués de rameaux entiers provenant des régions conta-
minées de France : Alsace, Champagne, Bourgogne
et Franche-Comté, de Suisse : Suisse romande et
Tessin (fournis par O Cazelles) ; et d’Italie : Bologne
(fournis par R Credi) et Sicile (fournis par G Granata),
prélevés en septembre 1992 puis congelés. Ces
échantillons ont répondu négativement au test Elisa
spécifique FD (Kuszala et al, 1993). Nous avons com-
paré nos échantillons à des vignes témoins saines
(fournies par l’Établissement national technique pour
l’amélioration de la viticulture : Entav) et à des vignes
témoins malades FD.

La souche de référence du phytoplasme de la FD
sur pervenche de Madagascar (Catharanthus roseus
L) et sur fève (Vicia faba L) provenait de notre collec-
tion et la souche de stolbur C de celle de MT Cousin

(Inra, Versailles). Des pervenches et des fèves saines
ont été utilisées comme témoins négatifs.

Tampons d’extraction de l’agent associé
au BN

Au tampon de base habituellement utilisé pour la
détection en Elisa du phytoplasme de la FD (Tris :
250 mM ; NaCl : 137 mM ; acide ascorbique : 30 mM ;
Polyclar AT : 4 % ; pH : 8,2) (Caudwell et Kuszala,
1992), nous avons associé des détergents apparte-
nant aux deux grands types : détergents ioniques
(déoxycholate de sodium, sodium dodécyl sulfate,
hexadecyl-trimethylammoniumbromid, Chaps), non
ioniques (Hécameg, Triton X100, Tween 20, Tween
40, Tween 60, Tween 80, Brij 58, Tergitol Type NP 40,
Nonidet P40). Dans le cas du Chaps (détergent conve-
nant pour l’extraction de l’antigène du phytoplasme de
la FD), nous avons parallèlement concentré des
extraits par filtration moléculaire dans des concentra-

teurs Centrisart Sartorius : seuil de coupure 20 000

Da. Les échantillons étaient constitués d’un même lot

de feuilles de vigne (malade ou saine) découpés en
fins fragments, mélangés et répartis aléatoirement
pour chaque condition d’extraction (fig 1). Puis, nous
avons fait une gamme de concentration avec les déter-

gents les plus prometteurs (fig 2) avec le même tam-
pon mais en remplaçant le Polyclar AT par du PVP K
30 à 5 %. Les échantillons ont été constitués de la

même façon que dans la figure 1.

Pour optimiser le tampon d’extraction du BN, nous
avons étudié l’effet de quelques agents tensio-actifs :

polyvinylpyrrolidones solubles (PVP de différents poids
moléculaires) en comparaison au Polyclar AT, à la
concentration de 4 %. Nous avons utilisé le tampon de

base, en remplaçant le Polyclar AT par l’agent tensio-
actif à étudier, en présence de Tween 40 à 3 % (fig 3).
Puis nous avons fait une gamme de concentration

avec les polymères les plus prometteurs. Les échan-
tillons ont été constitués de la même façon que dans la
figure 1.

Tests comparatifs Elisa spécifique FD et Elisa
spécifique stolbur selon l’hôte végétal

Nous avons étudié l’effet de la présence d’un déter-
gent (Tween 40, Chaps et Triton X 100) selon l’hôte
végétal (vigne, pervenche ou fève) dans le tampon :
Tris: 250 mM ; NaCl : 137 mM ; PVP K 10 : 7 % ; pH :
8,2 (fig 4).



Tests comparatifs Elisa spécifique FD
et Elisa spécifique stolbur sur les
mêmes extraits de plante

Nous avons, en plus de ces tests comparatifs, voulu
savoir si ce protocole permettait de détecter une
double infection FD et BN (fig 5). Pour cela, nous
avons broyé un mélange de feuilles de vigne contami-
né par la FD et par le BN, (0,250 g de chacun dans
5 mL de tampon). Dans cette étude, le tampon
d’extraction pour les pervenches a été du Tris-NaCl
(Tris : 250 mM ; NaCl : 137 mM), pH : 8,2. Pour l’extra-
ction des vignes, nous avons rajouté les produits sui-
vants : PVP 10 : 7 % ; acide ascorbique : 30 mM ;
Tween 40 : 3 % ; pH : 8,2.

Préparation des échantillons

Nous avons utilisé le broyeur à billes développé par
Tecam pour Bioreba (Gugerli, 1984). Ce choix
s’appuie sur nos résultats relatifs à la mise au point du



test Elisa-FD (Caudwell et Kuszala, 1992). Après
broyage de 0,5 g de feuilles dans 5 mL de tampon
d’extraction, l’extrait est centrifugé 5 minutes à 2 900 g
et le surnageant conservé.

Techniques Das-Elisa (double antibody sand-
wich, enzyme-linked immunosorbent assay)

Das-Elisa-direct spécifique du phytoplasme
du stolbur

Le test comporte quatre étapes :
- l’AcMc anti-stolbur (commercialisé par Sanofi, c’est
celui produit par Garnier et al, 1990) dilué au 1/100e
dans du tampon Na2CO3 pH 9,6, est adsorbé 2 heures
à la température du laboratoire, sur une plaque de
microtitration (Nunc Immuno Plate Maxisorp) ; ensuite
les puits sont lavés avec du tampon Tris-caséine



(Tris : 10 mM ; NaCl : 150 mM ; Caséine : 0,5 %) pH
7,6 et saturés avec le même tampon pendant
2 heures.

- Les échantillons sont déposés et mis en incubation
pendant une nuit ; les puits sont ensuite lavés avec du
tampon Tris-caséine pH 7,6.
- Le même AcMc conjugué à la phosphatase alcaline
(Sanofi) dilué au 1/100e dans du tampon Tris-caséine
pH 7,6 est déposé sur la plaque. Après 2 heures
d’incubation à la température du laboratoire les puits
sont lavés avec du tampon Tris-caséine pH 7,6.
- La révélation est réalisée avec le paranitrophényl-
phosphate à 1 mg/mL dans du tampon diéthanolamine
à 10 % en présence de MgCl2 à 0,5 mM : pH 9,8.
L’absorbance est mesurée à 405 nm après deux
heures trente d’incubation du substrat à température
ambiante. Dans les cas particuliers nécessitant un
temps d’incubation du substrat inférieur à deux heures
trente, le temps utilisé est indiqué.

Les valeurs correspondent à la moyenne de deux
puits par échantillon. On admet comme positifs les
résultats lorsque la densité optique (DO) de l’échan-
tillon de vigne malade est d’une part supérieure à deux
fois celle de l’échantillon de vigne saine, et d’autre part
supérieure à 0,1.

Das-Elisa-indirect spécifique du phytoplasme
de la FD

Le protocole utilisé est celui décrit par Caudwell et
Kuszala (1992) sur vigne. Il utilise en première couche
des anticorps polyclonaux de lapin anti-fève FD (origi-
ne Inra-Dijon, Boudon-Padieu et al, 1989), 3,5 &mu;g/mL
de tampon carbonate et comme anticorps révélateurs
primaires un mélange de quatre surnageants de cultu-
re d’hybridomes anti-FD (origine Inra-Dijon, Schwartz
et al, 1989) : 12, 17, 18 et 51, suivis de l’anticorps
secondaire de chèvre anti-souris conjugué à la phos-
phatase alcaline (Biosys BI2513CE/73).

RÉSULTATS

Extraction de l’antigène de l’agent associé
au BN de la vigne

Effet des différents détergents

Les résultats concernant l’influence de la nature
et de la concentration du détergent pour l’extrac-
tion de l’antigène associé au BN, sont donnés
dans la figure 1. En l’absence du détergent dans
le milieu d’extraction, l’essai Elisa spécifique du
phytoplasme du stolbur ne permet pas de diffé-
rencier les plantes malades des plantes saines.
Parmi les nombreux détergents utilisés, le Tween
40 est le plus efficace. D’autres détergents
comme le Brij 58, le Tween 80, le Tween 20, le

Tergitol et le Chaps (ce dernier après concentra-
tion par ultrafiltration moléculaire des extraits)
permettent aussi de distinguer les plantes saines
des plantes infectées, mais la différence d’absor-
bance est insuffisante. Le tampon d’extraction
utilisé pour le diagnostic de la FD n’est pas utili-
sable dans le cas du BN.

Influence de la concentration en détergents

La figure 2 montre les résultats de l’influence de
la concentration en détergents dans le milieu
d’extraction sur la détection de l’antigène. Les
meilleurs résultats sont toujours obtenus avec le
Tween 40. Dès la concentration 1 %, l’échantillon
malade se distingue nettement de l’échantillon
sain. Nous constatons un pic d’absorbance à la
concentration de 4 %. Dans des essais ultérieurs

(non représentés), nous avons constaté que le
pic pouvait se déplacer entre 2 et 4 %. Nous
avons donc choisi la concentration 3 % de
Tween 40.

Choix d’un agent tensio-actif

Les résultats sur le choix d’un agent tensio-actif
(Polyclar AT ; PVP 10 ; PVP K 25 ; PVP K 30 et
PVP K 90) en présence de Tween 40 sont don-
nés dans la figure 3. À la dose de 4 % le PVP 10
et le PVP K 30 donnent les meilleurs résultats.
La présence d’un de ces agents tensio-actifs
amplifie donc les résultats. Nous avons défini
avec des gammes de concentrations de 0 à 7 %

(données non représentées) les meilleures
concentrations à utiliser : 7 % dans le cas du
PVP 10 et 5 % dans celui du PVP K 30. Le

Polyclar AT, sélectionné pour le tampon d’extrac-
tion de la FD, ne permet pas d’optimiser le tam-
pon d’extraction du BN.

Influence de l’hôte végétal sur la réponse
Elisa en présence de détergents

La comparaison de la réactivité de l’AcMc anti-
stolbur, selon l’hôte végétal (pervenche ou
vigne), est donnée dans la figure 4a et b (Elisa
spécifique du phytoplasme du stolbur). En
absence de détergent, seul l’extrait fait à partir
de pervenche infectée réagit nettement avec
l’AcMc anti-stolbur. En revanche, en présence
de Tween 40, les deux espèces végétales : la

pervenche infectée expérimentalement par le
phytoplasme du stolbur et la vigne infectée en
plein champ par le phytoplasme du BN, réagis-
sent avec l’AcMc anti-stolbur. En présence de



Chaps ou de Triton X100, les valeurs sont très
inférieures à celles obtenues en l’absence de

détergent pour la pervenche infectée et même
pour la vigne infectée.

Comparaison avec la FD

La comparaison de la réactivité des anticorps
anti-FD, selon l’hôte végétal infecté (fève, per-
venche ou vigne) extrait dans le milieu, est don-
née dans la figure 4c et d (Elisa spécifique du
phytoplasme de la FD). En l’absence de déter-
gent, seuls les extraits faits à partir de fève et
pervenche infectées réagissent fortement en
Elisa. En revanche, en présence de Chaps ou de
Triton X100, les trois espèces végétales : fève et
pervenche (infectées expérimentalement par le
phytoplasme de la FD) ainsi que la vigne (infec-
tée en plein champ), réagissent avec les anti-
corps anti-FD. Il est intéressant de noter que la

présence d’un de ces deux détergents dans le
tampon d’extraction amplifie les résultats en Elisa
sur les extraits de vigne infectée alors qu’elle les
diminue sur les extraits de fève et de pervenche.
Ces observations confirment des observations
antérieures sur vigne et fève (Caudwell et
Kuszala, 1992). En présence de Tween 40 les
antigènes extraits des trois espèces végétales
infectées réagissent. Cependant avec la vigne
infectée les valeurs sont plus faibles en présence
de Tween 40 qu’en présence de Triton ou de
Chaps.

Bien que la comparaison du milieu publié pour
l’extraction des antigènes du phytoplasme de la
FD (Caudwell et Kuszala, 1992) au milieu propo-
sé dans le présent travail montre que ce dernier
milieu est moins favorable pour la FD (données
non représentées), les résultats de la figure 4
indiquent qu’un même tampon d’extraction
(contenant du Tween 40) peut être utilisé pour la
détection de ces deux maladies.

La figure 5, qui compare les tests Elisa spéci-
fiques FD et Elisa spécifiques stolbur sur les
mêmes extraits de plante, confirme qu’un même
tampon peut détecter les deux phytoplasmes dans
la vigne. Les valeurs en absorbance des extraits
de vigne infectée indiquent que les réactions sont
spécifiques de chaque maladie. Les valeurs obte-
nues en Elisa-FD d’une part et en Elisa-stolbur
d’autre part, avec l’échantillon simulant une double
infection, permettent une détection différentielle
des deux maladies dans le même échantillon

extrait en présence de Tween 40.

Origine géographique des jaunisses
de la vigne de type BN

Le bilan des tests Elisa spécifiques du phytoplas-
me du stolbur en fonction des différentes origines
géographiques est résumé dans le tableau I. Le

test a été positif avec des échantillons de France
(Alsace et Bourgogne) ; d’Italie du Nord, de
Sicile, ainsi que des échantillons de Suisse.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les essais de cette étude ont prouvé l’existence
d’une parenté sérologique entre le phytoplasme
du stolbur souche C Versailles et l’agent associé
à une jaunisse de type BN, et l’absence de
parenté sérologique avec l’agent de la FD. De ce
fait, l’AcMc anti-stolbur devient un outil pour la
détection du BN et pour son suivi épidémiolo-
gique.

Le choix d’un détergent (Shechter, 1990), pour
la solubilisation d’une protéine antigénique asso-
ciée au BN, a été basé sur l’observation expéri-
mentale de la conservation de l’activité de l’épito-
pe reconnu par l’AcMc. Pour une protéine mem-
branaire, son extraction implique tout d’abord



une rupture des interactions entre cette protéine
et les autres constituants membranaires (lipides,
autres protéines), puis son maintien en solution.
En présence d’un détergent, les protéines hydro-
phobes des membranes du phytoplasme sont
solubilisées et présentes dans les surnageants.
Ceci n’est pas le cas en l’absence de détergent
où les protéines membranaires ne sont pas solu-
bilisées. De plus en l’absence de détergent, les
protéines hydrophobes extraites en milieu
aqueux ont tendance à s’agréger, à se dénaturer
et à précipiter de manière irréversible.

La détection en Elisa du BN, du stolbur et de
la FD avec un même tampon sans détergent, a
mis en évidence une importante différence de
réactivité selon l’hôte végétal. Cette différence
pourrait s’expliquer par l’action de protéases qui,
en l’absence de détergent, hydrolysent l’antigène
au cours de la préparation des échantillons.
Cette libération de protéases peut être différente
d’une espèce végétale à l’autre.

La différence de réactivité en présence de dif-
férents détergents peut s’expliquer par leur diffé-
rence de capacité à solubiliser la protéine mem-
branaire à partir d’un hôte végétal donné. De
plus, pour une protéine donnée, les détergents
utilisés peuvent avoir une action dénaturante

plus ou moins grande. Ainsi donc les conditions
expérimentales d’extraction et de solubilisation
qui permettent la réaction sérologique varient sui-
vant la nature de la protéine antigénique et de
l’extrait végétal dans lequel elle se trouve.
Comme pour le Tween, la présence de PVP

10 a pour effet d’améliorer l’extraction de l’antigè-
ne du BN. Elle pourrait participer à sa protection.
Elle a l’inconvénient de rendre la solution vis-

queuse à forte concentration.

Dans l’étude des autres constituants du tam-

pon (données non représentées), nous n’avons
pas apporté d’amélioration significative des résul-
tats en remplaçant le tampon Tris par du

K2HPO4 à 250 mM, ni en supprimant le NaCl. En
revanche nous avons obtenu des valeurs légère-
ment plus fortes en l’absence d’acide ascorbique.
Le pH optimum a été défini à 8,2.

Il est important de souligner l’existence de
sources de fluctuations. La vigne est une plante
dans laquelle les phytoplasmes se multiplient
peu et sont irrégulièrement distribués, aussi est-il
primordial de bien sélectionner les prélèvements
à tester sur la plante.

L’analyse en Elisa de 70 pieds de vigne pré-
sentant des symptômes de jaunisse mais néga-

tifs en Elisa spécifique FD a donné 28 réponses
positives avec l’anticorps anti-stolbur. Parmi ces
28 cas, la reproductibilité a été vérifiée a plu-
sieurs reprises pour 11 pieds de vigne. En parti-
culier pour trois d’entre eux l’antigène était géné-
ralisé sur la totalité du rameau récolté. Les

témoins sains de vigne procurés par l’Entav ont
toujours réagi négativement. Parmi les autres
cas de réponse négative, 17 pieds de vigne
négatifs (pour la FD et pour le BN) sont issus des
mêmes vignobles (Champagne et Franche-
Comté). Il est difficile de dire si la concentration

en antigène était inférieure à la limite de sensibili-
té ou s’il s’agit d’une autre cause. Toutefois, ces
résultats négatifs, provenant de quelques
vignobles, ne permettent pas d’exclure la présen-
ce du BN dans ces mêmes régions. Les autres
cas négatifs correspondent, dans la plupart des
cas, à des pieds de vigne provenant de mêmes
vignobles que des pieds positifs. Dans ce cas,
l’hypothèse d’une concentration insuffisante en
antigène est la plus probable. Pour accroître la
sensibilité du diagnostic tout en conservant une
bonne spécificité, l’utilisation de la PCR avec des
amorces spécifiques est alors nécessaire.

Contrairement aux tests Elisa, l’utilisation des

sondes (Kirkpatrick et al, 1987 ; Garnier et al,
1991) n’était possible que dans des laboratoires
spécialisés. Désormais la PCR, réalisable dans la
plupart des laboratoires a permis d’augmenter
considérablement la sensibilité du diagnostic.
Cependant les premières amorces ribosomiques
universelles de phytoplasmes ne présentaient
pas de spécificité. À l’heure actuelle, il en existe

de spécifiques obtenues à partir de régions non
conservées de l’ADN ribosomique. De plus, plu-
sieurs laboratoires signalent l’obtention de sondes
génomiques (Deng et Hiruki, 1990 ; Daire et al,
1992 ; Jaraush et al, 1994 ; Saeed et al, 1994).

Il est intéressant d’étudier la complémentarité
des méthodes immunologique et de biologie
moléculaire. Par exemple dans le cas de la phyl-
lodie de la féverole et le chanvre du Bengale
(Saeed et al, 1994 ; Saeed et Cousin, 1995), les
résultats obtenus tendent à montrer l’avantage
de la méthode immunologique en ce qui concer-
ne la spécificité (absence de parenté sérolo-
gique). Dans le cas de la FD et de vigne et la jau-
nisse de l’orme (classées dans le même groupe
ribosomique) l’hybridation ADN-ADN ne permet
pas de les distinguer (Daire et al, 1992). La com-
paraison des deux phytoplasmoses en Elisa,
avec des antigènes immunisants FD, a mis en



évidence successivement : une non-réactivité

suggérant une absence de parenté (mentionnée
par Daire et al, 1993b), une réactivité mettant en
évidence une parenté sérologique (Kuszala, don-
nées non publiées), des différences de réactivité
selon les souches (Seddas et al, 1996). De plus,
chez l’agent pathogène de la FD, des antigènes
détectés à un stade de développement donné
peuvent différer de ceux détectés à un autre
stade (Kuszala et al, 1990). Les résultats obte-
nus tendent à montrer l’avantage de la méthode
immunologique pour l’étude de la spécificité et le
stade de l’infection. En revanche sa sensibilité

est moindre. Dans certains cas, seules les

méthodes de biologie moléculaire restent utili-

sables en raison de la faible concentration de la

plante en phytoplasmes.
Récemment, deux paires d’amorces spéci-

fiques (à partir de l’ADN non ribosomique) du
stolbur Y (isolat croate) ont été obtenues et utili-
sées pour la détection du BN sur la vigne (Daire
et al, 1996). Dans ces conditions il serait intéres-

sant de comparer les deux approches, sérolo-
gique et moléculaire, en fonction des finalités
recherchées, du matériel à l’étude (plantes her-
bacées riches en phytoplasmes ou plantes
ligneuses souvent peu concentrées) et des pos-
sibilités des laboratoires concernés.

Ce travail a montré pour la première fois que
l’agent associé au BN est antigéniquement sem-
blable au stolbur C et est présent dans diffé-
rentes régions. Selon Fos et al, 1992, l’anticorps
anti-stolbur reconnaît des isolats de stolbur d’ori-

gines diverses. D’autre part, le stolbur est un

phytoplasme très répandu, présent dans de nom-
breuses espèces végétales. Selon Daire (com-
munication personnelle), peu de polymorphisme
a été trouvé dans les différents fragments d’ADN
génomiques de ce phytoplasme, aussi bien dans
les vignes atteintes de BN de différents pays,
que dans des isolats sur pervenche de phyto-
plasmes classés dans le sous-groupe stolbur du
groupe aster yellows (Seemüller et al, 1994).

En conclusion, l’intérêt immédiat de ce travail
est un diagnostic différentiel du BN avec la FD,
que l’on ne peut pas faire sur la base des symp-
tômes.
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