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UTILISATION DU TEST ELISA POUR LA SELECTION DE CANNES A SUCRE 
RESISTANTES A LA MULTIPLICATION DU VIRUS DE LA MOSAIQUE 

(SCMV) 
J.C. DEVERGNE, P. BAUDIN, Michele CHATENET, L. CARDIN 

INTRODUCTION 

RESUME - La methode immunoenzymatique E.L.I.S.A. (type ((sandwich))), 
appliquee au virus de la mosaïque de la canne B sucre, peut detecter 1 ng/ml de 
virus purifie SCMV-D. Dans la canne, le test ELISA permet de rBvBler un certain 
nombre d'infections latentes : il apparaît, en cela, beaucoup plus fiable que le con- 
trale visuel, tres dependant des conditions de milieu. Dans de jeunes plantes inocu- 
lees exp6rimentalement, le test ELISA permet Bgalement d'etudier le comporte- 
ment vis-&vis de l'infection. Son utilisation pour la mise en evidence de seedlings 
presentant une certaine ((resistance)) B la multiplication du virus est discutee. 

Mots-cl6s : mosaïque; canne B sucre; Test ELISA; sblection sanitaire; sblection varibtale; 
rbsistance. 

Le virus de Ia Mosai'que de la canne 8 sucre (SCMV) 
occasionne sur les variet& sensibles de cannes des 
symptames graves de mosaÏque foliaire, accompagnes 
d'une baisse de rendement qui peut atteindre 32 % (par 
exemple 8 Porto Rico sur la variete B 34104 en premiere 
repousse (GONZALEZ-RIOS et ADSUAR, 19531.1 

Les moyens dont nous disposons actuellement pour 
lutter contre cette maladie sont uniquement preventifs : 

- d'une part, la s6leCtion sanitaire qui consiste 8 
s'assurer de l'absence du virus dans les cannes destinees 
8 être multipli6es en conditions contrôlees, 
- d'autre part, la recherche de nouvelles vari6t6s 
moins sensibles 8 la MosaÏque, obtenues par croise- 
ments. 

Dans les deux cas, qu'il s'agisse de I'indexage syste- 
matique de cannes cultivees en pepini&re ou en serre de 
Quarantaine, ou bien du criblage de ((seedlings)) resistant 
B la multiplication virale, nous devons faire appel 8 des 
methodes de diagnostic qui nous permettent de detecter 
de façon sûre la presence du virus dans les plantes infec- 
tees naturellement ou experimentalement. 

Actuellement, les deux methodes les plus utilisees 
sont le contrdle visuel et I'indexage biologique par ino- 
culation mecanique d'hôtes sensibles comme le Mai's ou 
le Sorgho. Certains tests sBrologiques (test au latex, 

double diffusion en milieu gelo&) ont et6 kgalement pre- 
conises (BAUDIN, P. 1977). Toutefois, ce$ methodes 
seraient avantageusement remplacees par un indexage 
serologique beaucoup plus rapide, automatisable et de 
surcroît tr&s sensible comme c'est le cas du test ELISA. 
Nous precisons ici quelques resultats obtenus par cette 
methode pour la detection du SCMV dans la canne 8 
sucre en insistant particulierement sur ses possibilites de 
detection d'infections latentes. 

MATERIEL ET METHODES 

Nous avons utilise dans cette Btude une 'souche du 
virus de la Mosaïque de la canne 8 sucre originaire du 
Cameroun, appartenant au type SCMV-D. 

INFECTIONS EXPERIMENTALES ET CONTROLE 
VISUEL 

I 

Les clones 8 indexer vis-8-vis de la Mosaïque sont des 
seedlings originaires de la Guadeloupe et destines 8 un 
reseau d'essai varietal en Afrique oÙ sevit la souche 
SCMV-D. Six boutures 8 un œil par clone, provenant de 
la station de selection de URAT de la Guadeloupe, sont 
pregermees B 30" pendant 2 8 4 jours dans du papier de 
cellulose bien humidifie. Les plants germes sont alors 
repiques en pots de 2 litres dans un melange en propor- 
tion Bgale de tourbe et pouzzolane, r6gulibrement arrose 
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par une solution Bquilibree d'blements nutritifs. Les pots 
sont places en serre protegee des insectes, climatisee 
entre 12 et 25'. Deux traitements insecticides par 
semaine completent cette protection. 

Inoculation 

Environ 15 jours B 3 semaines apres repiquage, les 
plants, generalement au stade 3 feuilles, sont inocules 
sur la derniere feuille deroulee avec des extraits de canne 
infectbe par le SCMV-D. L'inoculum obtenu par broyage 
de 1 g de feuille dans 4 ml de tampon Sörensen 0,02 M 
pH 7,2 additionne de 0,2 % de mercaptoethanol est 
applique par frottement sur les feuilles prealablement 
saupoudrees de carborundum (400 mesh). L'inoculation 
se fait en fin d'apres-midi pour h i ter  aux plantes une 
trop forte insolation. 

ContrBle visuel 

Les premiers symptômes peuvent apparaître quelques 
jours apres l'inoculation B la base de la nouvelle feuille 
qui se degage du fuseau foliaire. Ils se manifestent par 
une mosaÏque plus ou moins accentuee et dont I'6volu- 
tion est notee chaque semaine. 

- aucun symptôme : plante apparemment saine. 
- sympt?" douteux (Z) : tres legeres decolorations 
difficiles B differencier de certains troubles physiologi- 
ques 
- symptôme net ( +  B + + i- + )  : Mosaïque plus ou 
moins accentuee. 

La notation est faite de la façon suivante : 

INDEXAGE IMMUNOENZYMATIQUE ELISA 

Preparation de I'antighne viral 

L'antigene SCMV-D est maintenu sur MaÏs et purifie 
selon une technique mise au point par l'un de nous 
(BAUDIN, 1977). L'extrait brut est obtenu par broyage 
de 100 g de feuilles dans 300 ml d'un tampon Tris - EDTA 
0,05 M de pH 7,2 en presence de mercaptoethanol, filtre 
sur etamine et clarifie par une centrifugation B faible 
vitesse, puis pa,r un traitement au chloroforme dans le 
rapport IV : 4v. Le virus, present dans la phase aqueuse, 
est sedimente par une ultracentrifugation de 3 H B 21000 
t/mn (Spinco Rotor 30), repris dans un tampon Tris- 
EDTA 0,005 M et depose au sommet d'un gradient de 
saccharose 10-40 %. Apres une centrifugation de 3 H B 
25000 t/mn (Rotor SW 25), la zone au niveau de laquelle 
se trouve Ilantigene viral est prblevee B l'aide d'un analy- 
seur ISCO, soumise B une nouvelle ultracentrifugation et 
le culot final repris dans un faible volume de tampon 
borate 0,02 M. 

Obtention des antiserums 

Plusieurs antiserums ont 6th prepares par immunisa- 
tion de lapins avec des extraits de virus SCMV-D purifie, 

B raison de 4 B 6 injections intramusculaires rapprochees 
(3-6 jours d'intervalle) de 0,8 B 2 mg de virus chacune, en 
presence d'adjuvant complet de FREUND, suivies 
d'injections mensuelles de rappel. 

Un serum anti SCMV-D (no 106) obtenu apres quatre 
mois d'immunisation a et6 choisi pour cette etude, en 
raison de son titre satisfaisant (1/1024 en Bpreuve ring- 
test) et de l'absence de reaction vis-&vis d'extraits de 
canne saine. En immunodiffusion double (agarose vero- 
nal), ce serum donne deux lignes de pr6cipitation. L'une 
situee tres pres du reservoir contenant I'antigene purifie, 
correspond au virion intact qui diffuse tres lentement 
dans le milieu g6lose. L'autre sitube plus pres du reser- 
voir contenant le serum, n'apparaît qu'avec des extraits 
semi-purifies (culots de la premiere ultracentrifugation) 
ou avec des extraits purifies degrades par la pyrrolidine; 
elle correspond B un antigene viral de type ((soluble)) 
(WAGNER et DALE, 1966; LANGENBERG, 1973). On 
contrôle que ces deux lignes de precipitation subsistent 
apri% Bpuisement du serum par un extrait de canne 
saine. 

Epreuve immunoenzymatique 

Un conjugue anti SCMV-D (no 1061) a 6th prepare par 
marquage B la phosphatase alcaline (SIGMA type VII) de 
% -globulines obtenues apres plusieurs relargages du 
serum (no 106) par le sulfate de sodium anhydre. Le cou- 
plage se fait en presence de glutaraldehyde selon la tech- 
nique d'AVRAMEAS (1969). 

Le test immunoenzymatique proprement dit est realise 
dans des cuvettes PAK (GILFORD, Ohio). On adopte la 
methode dite sandwich de CLARK et ADAMS (1977) 
dans laquelle le virus se trouve doublement coup16 B des 
anticorps adsorbes sur le support ((coating)) et aux anti- 
corps marques du conjugue. 

Chaque incubation antigene-anticorps a lieu B 37OC 
pendant 3 heures. Le depôt des reactifs ((coating)),conju- 
gu6, substrat), les [avages au PBS-Tween et la lecture 
photometrique B 405 nm sont effectues automatique- 
ment 8 l'aide d'un analyseur GILFORD EIA PR 50. Les 
variations propres aux differents essais sont mention- 
nees dans les resultats. 

RESULTATS 

DETECTION IMMUNOENZYMATIQUE DU VIRUS DE 
LA MOSAIQUE DE LA CANNE A SUCRE DANS DES 
EXTRAITS PUR I FIES 

Le virus purifie selon la methode de BAUDIN est dilue 
dans un tampon TRIS - EDTA 0,005 M de pH 7,2 conte- 
nant 0,2 % de BSA. 

Le conjugue anti SCMV-D (no 1061)'etant utilise au 
1/800, la densite optique (D.O.) lue apres une incubation 
de 30 minutes du substrat B 37OC, est, pour l'extrait dos6 
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à 250 ng/ml, de 0,5 unite superieure à celle du temoin. 
Le seuil de detection (DO-E-T>0,05) est alors de 
4 ng/ml (figure 1). 

Si l'on prolonge le temps d'hydrolyse, les valeurs de 
D.O. augmentent rapidement entre 30 et 60 minutes. 
Après une heure d'incubation, l'extrait à 250 ng/ml four- 
nit une D.OE-T egale à 1,2 (moyenne de 10 lectures) 
alors que le seuil de detection se situe au voisinage de 
1 ng/ml soit 0,25 ng de virus detecte dans chaque puits. 
Après 90 minutes, ce seuil n'est pas modifie, bien que les 
D.O. soient encore un peu plus elevees, principalement 
dans la zone de concentrations situees entre 30 et 
125 ng/ml. 

DETECTION IMMUNOENZYMATIQUE DU VIRUS DE 
LA MOSAIQUE DANS DES EXTRAITS DE CANNE 
IN FECT EE 

Le milieu d'extraction choisi est le même tampon 
TRIS-EDTA 0,05 M que celui utilisé pour I'indexage bio- 
logique ou dans les premières phases de la purification 
du virus. Ce tampon s'est souvent montre bien meilleur 
que le tampon phosphate PBS + Tween, plus commu- 
nement employe dans les épreuves ELISA. 

Le broyage de 1 g de tissu frais de canne dans 8 ml du 
milieu d'extraction est effectué au mortier en presence 
de sable de Fontainebleau ou à l'aide d'un microbroyeur 
de type ultraturax. Les extraits bruts ainsi obtenus sont 
clarifi6s par simple décantation à 4°C pendant au moins 
12 heures avant d'être déposes dans les puits; parfois, ils 
sont préalablement dilués au 1 /5 ou 1/10 dans le tampon 

Dans les mêmes conditions expérimentales que celles 
décrites pour l'analyse immunoenzymatique des prepara- 
tions purifiées, les densites optiques fournies par les 
extraits bruts de canne saine sont parfois relativement 
élevees; selon les essais, elles peuvent varier de 0,05 à 
0,20 unité pour une lecture effectuee après seulement 
une heure d'incubation du substrat. Ce ((bruit de fond)) 
non negligeable augmente au cours de l'incubation, ce 
qui interdit bien souvent de prolonger l'hydrolyse au delà 
de deux heures. II s'agit d'un facteur limitant pour la sen- 
sibilite de la methode. 

- Afin d'améliorer cette sensibilite, nous avons' Btudie 
l'influence de l'addition de polyvinylpyrrolidone 
(PVP 30 000) et de serum albumine bovine (BSA), dans 
les tampons d'extraction et  de dilution (figure 2). 

Dans le milieu d'extraction, l'addition de PVP (2 %) et 
de BSA (0,2 % )  diminue sensiblement le bruit de fond 
enregistre avec les extraits bruts de canne saine mais n'a 
que peu d'influence sur les D.O. relatives aux extraits de 
cannes infectees (figure 2A). Bien que cela se traduise 
par des valeurs DOE-T plus elevees, il semble neanmoins 
que la presence de PVP et de BSA dhs l'extraction ait un 
effet defavorable sur le virus. 

TRIS-EDTA 0,005 M. 
. 

ng : nanogramme = 1 x 10-9 g. 

Lorsqu'on dilue l'extrait brut obtenu sans PVP ni BSA 
dans un milieu en contenant (figure 28) on observe non 
seulement une baisse analoque du bruit de fond, mais 
aussi une augmentation assez nette des D.O. relatives 
aux extraits de plantes viros6es. Dans ces conditions, le 
couplage des particules virales et des anticorps de revê- 
tement semble être nettement favorise, comme en 
temoignent les DOE-T qui sont bien superieures A celles 
obtenues en absence de PVP et de BSA ou même 
lorsqu'on les utilise dès l'extraction (figure 2C). 

Dans l'exemple 6tudi6, on remarque que les valeurs de 
D.O. obtenues avec les extraits dilues au 1/10 sont plus 
elevees que celles des mêmes extraits bruts. Ce compor- 
tement ne s'observe pas de façon reguliere et n'est pas 
toujours aussi marque, mais on note trhs souvent que le 
fait de diluer les extraits au 1 /5 ou au 1 / I O  n'entraine pas 
la diminution correspondante des D.O. que l'on pourrait 
attendre. 

Par la suite, nous avons conserve pour l'extraction le 
tampon Tris-EDTA 0,05 M initial et pour la dilution even- 
tuelle des extraits bruts, un tampon Tris-EDTA 0,005 M 
contenant 2 % de PVP et 0,2 % de BSA. 

Au cours de l'hydrolyse, I'evolution des DOE-T montre 
une forte croissance reguli&re jusqu'h 2 heures d'incuba- 
tion, l'augmentation etant ensuite plus lente. En prati- 
que, et pour des raisons de rapidite d'execution du test 
on procede generalement à la lecture, une heure et 
demie après le depôt du substrat. 

- 

COMPARAISON DU TEST ELISA ET DU CONTROLE 
VISUEL 

Ddtection d'infect'ions anciennes 

L'exteriorisation des sympt6mes sur la canne infectee 
par le virus de la Mosaïque depend de nombreux facteurs 
lies au stade evolutif de l'infection et aux conditions de 
milieu. 

Des essais preliminaires avaient montre que I'kpreuve 
ELISA pouvait deceler la presence d'antighne viral dans 
des plants infectes ne presentant aucun symptame au 
moment du test. Ceci a pu être confirme lors d'un 
indexage realis6 en octobre 1980 sur un lot de ccseed- 
lings)) qui avaient et6 inocules 8 mois auparavant par la 
souche SCMV-D (tableau I). Lors de cet indexage, le test 
ELISA avait detect6 21 1 infections qui se repartissaient 
entre 95 infections fortes (DOE-T >0,2), 56 infections fai- 
bles (0,1 DOE-T<0,2), et 60 cas douteux 
(0,05< DOE-T< 0,l). Au moment du test on ne pouvait 
observer des symptômes nets que sur 65 plants seule- 
ment. 

L'6preuve immunoenzymatique avait donc permis de 
reveler 146 infections latentes (69 % des plantes 
indexees); ce chiffre particuli&rement 6leve s'explique 
vraisemblablement par les conditions de temperatures 
qui furent au cours de l'essai tr&s defavorables B I'exte- 
riorisation de la Mosaïque. 
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L'analyse des concordances fait apparaître tres logi- 
quement que le pourcentage d'exteriorisation decroît 
avec I'intensit6 de la reponse immunoenzymatique : 
44 cas d'exteriorisation pour 95 infections fortes 
(46'3 %)  12 pour 56 infections faibles (21,4 %) et seule- 
ment 9 pour 60 cas douteux (15 %) .  On remarque n6an- 
moins que 51 plantes sans symptômes (dont 9 retablies) 
contiennent des teneurs &levees en antigene viral (plus 
de la moitie des infections fortes sont latentes) ce qui ne 
permet pas d'etablir une veritable corr6lation entre la 
concentration en virus et I'ext6riorisation de la maladie. 

Afin de savoir, si inversement, certaines plantes pre- 
sentant des symptômes pouvaient kchapper au tlest 
ELISA, un deuxieme indexage, associe B un contr>ôle 
visuel a et6 pratique 6 mois plus tard sur 246 seedlings 
appartenant au même lot (tableau II). A cette epoque, 
82 cannes seulement montraient des symptômes; 
67 d'entre elles des manifestations nettes et 15 des 
symptômes faibles ou douteux. 

L'epreuve ELISA a detect6 165 infections dont 121 
etaient nettes (DOE-T >0,1) et 44 douteuses. La superio- 
rit6 du test s6rologique est manifeste' puisqu'il a permis 
de r6v6ler 83 infections de plus que le contrôle visuel. 

L'analyse des concordances precise cette sup6riorit6 : 
89 plantes (53Teponses nettes et 36 cas douteux en 
ELISA) qui ne montrent aucun symptôme 6chappent par 
consequent au contrôle visuel alors que 6 plantes seule- 
ment (dont 4 ne pr6sentent que des symptômes faibles) 
ne sont pas detectees par le test ELISA. 

Nous pouvons donc conclure que, pour la detection 
d'infections anciennes, I'indexage immunoenzymati- 
que s'avere tres superieur B la seule observation des 
symptômes. 

DØtection d'infections recentes 

Dans le cadre d'un programme de detection de clones 
resistant B la multiplication du virus de la MosaÏque, les 
ctseedingsn issus de croisements polycross sont inocul6s 
avec la souche SCMV-D et leur comportement 6tudi6 
dans les premiers mois qui suivent l'inoculation. II s'agit 
donc, dans ce cas, de comparer la validit6 de I'indexage 
serologique avec celle du contrôle visuel actuellement 
pratique, base sur I'ext6riorisation d'infections recen- 
tes. 

Un essai portant sur 248 seedlings, representes cha- 
cun par 4 B 6 cannes, soit un total de 642 plantes, a 6t6 
conduit au debut de 1981 dans des conditions tres favo- 
rables B I'exteriorisation des symptômes (tableau I I I ) .  

CONTROLE VISUEL (OBSERVATION DES SYMPTOMES) 

Dans cet essai, la precocite et I'intensite des symptô- 
mes ont varie considerablement selon les differents seed- 
lings et même, dans une moindre mesure, selon les diffe- 
rentes cannes appartenant au même clone : 10 jours 
apres l'inoculation, 154 plantes presentaient des symptô- 
mes nets et 8 autres des symptômes douteux, soit envi- 

ron 65 % des plantes inocul6es. Apres 20 jours d'incuba- 
tion, on notait 87 nouvelles plantes mosaïquees, dont il 
est vrai 24 ne montraient que des symptômes diffus et 
apres un mois, 64 cas d'ext6riorisations tardives. 

Outre cette grande variabilite dans la date d'apparition 
des symptômes, on remarquait Bgalement une certaine 
fluctuation dans leur exteriorisation. Six semaines aprhs 
l'inoculation, au moment oÙ a eu lieu I'indexage ELISA, 
373 plantes au total avaient ext6riorise des symptômes 
nets ou diffus mais certaines d'entre elles étaient d6jB 
apparemment retahlies. En fait, sur les 642 Bchantillons 
&prouv6s, 355 soit 55,2 % presentaient une mosai'que B 
la date du test et parmi elles, 33 ne montraient que des 
symptômes diffus (tableau III, colonne 1). 

INDEXAGE ELISA 

Le test ELISA a detecte 356 infections certaines 
(DOE-T >0,1) dont 332 etaient des infections fortes; 29 
6chantillons etaient douteux et 257 ne reagissaient pas 
serologiquement. Ces chiffres sont globalement legere- 
ment supérieurs B ceux obtenus par le simple contrôle 
visuel : 336 infections certaines (322 avec symptômes 
plus 14 plantes retablied et 37 infections possibles ne se 
traduisant que par des symptômes douteux (33 au 
moment du test plus 4 plantes retablies). Si l'on compare 
les r6sultats plante B plante obtenus avec les deux 
methodes, on remarque tout d'abord qu'il y a concor- 
dance dans 550 cas : 317 infections certaines (297 infec- 
tions fortes, 17 infections faibles 3 plantes r6tablies1, 
2 infections douteuses et 231 plantes apparemment sai- 
nes, soit 85,6 % des plantes index6es. Si l'on rassemble 
dans une même classe les individus infectes et douteux 
le pourcentage de concordance atteint même 90 %. 

L'ktude des cas de discordance permet de preciser les 
performances respectives des deux methodes. 

Au niveau des infections certaines, I'indexage s6rolo- 
gique permet de mettre en evidence la presence de I'anti- 
gene viral (DOE-T >01, colonne (2) et (3) du tableau III) 
dans 22 plantes n'ext6riorisant que des symptômes fai- 
bles au moment du test, dans 2 plantes retablies et dans 
15 plantes n'ayant jamais montre de symptômes (soit un 
total de 39 plantes). 

Reciproquement, le contrôle visuel detecte 15 infec- 
tions nettes (6 plantes avec symptômes et 9 plantes reta- 
blies) qui echappent au contrôle ELISA (colonne 5) et 4 
infections nettes (2 plantes avec symptômes et 2 plantes 
retablies1 qui restent douteuses en ELISA (colonne 4), 
soit un total de 19 plantes. 

L'indexage immunoenzymatique apparaît donc plus 
fiable que la simple observation des symptômes. 

L'analyse des cas douteux est plus delicate. On note 
que sur 37 plantes (33 au moment du test et 4 plantes 
r6tablies) n'ayant exterioris6 que des symptômes tres fai- 
bles ou atypiques, 26 ont reçu grâce au test ELISA, la 
confirmation de leur infection (dont deux cas douteux 
seulement). D'autre part, si l'on abaisse le seuil de detec- 
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tion B 0,05 unite de D.O. au-dessus des temoins, 
I'epreuve ELISA détecte 29 infections supplementaires 
(colonne 4). Parmi ces infections supposees, 4 seule- 
ment ont provoque des symptômes forts et deux des 
manifestations diffuses. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

- L'apparition de symptômes foliaires sur la canne 
ne reflete que de façon très imparfaite les infections reel- 
les par le virus de la Mosaïque. Nous avons souligne la 
grande variabiliti! dans la nature et l'intensité des mani- 
festations observees dont certaines sont parfois si diffu- 
ses que le diagnostic visuel devient tres difficile. Le nom- 
bre de ces cas ccdouteuxn depend evidemment du degre 
d'appréciation de l'observateur, mais il n'est jamais negli- 
geable. Dans les tableaux II et III, on ne compte pas 
moins de 52 cas douteux pour 403 exteriorisations 
nettes. 

D'autre part, certaines infections peuvent, B un 
moment donné, n'occasionner sur la plante aucun 
symptôme apparent; ces infections latentes peuvent 
aussi bien être des infections precoces (apparition tar- 
dive des symptômes sur certains ((seedlings)) inoculés) 
que des infections anciennes qui ne se trouvent plus 
dans des conditions favorables B leur exteriorisation 
(plan tes apparemment réta blies). 

Compare au contrôle visuel, dont la fiabilite semble par 
conséquent très discutable, le test immunoenzymatique 
est susceptible d'apporter une solution satisfaisante au 
problème de la détection de ces infections douteuses ou 
latentes, puisqu'il se base uniquement sur la présence 
de l'antigène viral dans la plante infectée, independam- 
ment de I'exteriorisation.tr&s fluctuante de la maladie. 

En effet, la supériorité du test ELISA est apparue, non 
seulement de facon très évidente, dans le cas du premier 
essai (tableau I), realise dans des conditions défavorables 
B l'extériorisation de la Mosaïque, mais également lors du 
dernier essai (tableau III) alors que les conditions 
d'observation des symptômes étaient très bonnes; si les 
deux méthodes symptomatologique et sérologique ont 
alors fourni des résultats concordants pour plus de 85 % 
des échantillons, le test ELISA a néanmoins révélé 
davantage d'infections latentes que le contrôle visuel n'a 
détecté d'infection non reconnues en serologie. 

Ces résultats ne prennent en considération que les 
réactions nettes en ELISA pour lesquelles la DOE-T est 
superieure à 0,l. II faut reconnaître que, dans nos condi- 
tions experimentales, certains extraits de canne fournis- 
sent des valeurs de DO tres peu superieures B celles des 
extraits temoins de plante saine, ce qui nous B amenes B 
considérer une classe de ((douteux)), ayant une DOE-T 
comprise entre 0,05 et 0,l. En l'absence d'un autre cri- 
tere de détection plus sensible que le test ELISA, on ne 
peut pas affirmer que tous ces cas douteux correspon- 

dent 8 des infections réelles. Mais s'il en était ainsi, 
l'épreuve immunoenzymatique serait encore bien plus 
performante que nous l'avons indique. Dans l'essai 
represente sur le tableau III, le' test ELISA detecterait 29 
infections supplementaires (colonne 4) dont 23 seraient 
latentes. Ajoutees aux 356 reactions fortes ou faibles 
(colonnes 2 et 31, cela ferait 385 infections revelees par 
serologie, soit 93,6 % du total des infections supposees 
(les resultats des deux methodes etant alors cumules, 
cas douteux compris). 

- L'interêt majeur des methodes immunoenzymati- 
ques est leur tres grande sensibilit6. Applique au virus de 
la Mosaïque de la canne A sucre, le test ELlSA peut 
detecter 1 ng/ml d'antigene SCMV-D purifie; il est donc 
environ 100 fois plus sensible que I'indexage biologique 
sur maïs. Des resultats analogues ont et6 obtenus par 
SUM et al. (1979) dans une etude comparee des metho- 
des de detection biologique et immunoenzymatique du 
MDMV-A. Le test ELlSA est egalement bien plus perfor- 
mant que la methode au latex, dont la sensibilite theori- 
que n'atteint que 500 ng/ml (BAUDIN, 1977). 

- Destine B être utilise pour I'indexage de routine 
d'un grand nombre d'echantillons, notamment lors du 
criblage de varietes resistantes, le test ELISA a egale- 
ment l'avantage d'être automatisable ce qui lui confere 
une rapidite et une facilite d'execution incontestables. 
Dans nos conditions experimentales, les resultats sont 
connus 8 heures apres le depôt des extraits et i l  est possi- 
ble de traiter sans difficult6 400 echantillons dans la 
même journee; le test ayant lieu au laboratoire reste inde- 
pendant des variations saisonnieres. 

En fait, l'&ape la plus longue reste le broyage indivi- 
duel des echantillons bien que l'utilisation de micro- 
broyeurs bien adaptes ait sensiblement facilite la prepa- 
ration des extraits. Dans une variante du test ELISA, les 
extraits de plantes sont remplaces par des disques de 
feuilles (ROMAINE et al., 1981). La methode est ainsi 
plus rapide, mais perd en sensibilite, B moins que l'on 
prolonge l'incubation du substrat. II ne semble pas que 
cette technique simplifiee puisse detecter les infe,ctions 
latentes qui, dans les extraits de canne obtenus par 
broyage ne donnent que des valeurs de D.O. tres faibles. 

- Comme le test ELISA, l'indexage biologique sur 
maïs necessite egalement des broyages pour la prepara- 
tion des inoculum; mais cet indexage est par la suite 
beaucoup plus laborieux que I'epreuve serologique. 
L'élevage de nombreuses plantes-tests (jusqu'B 20 plan- 
tes par echantillon), leur inoculation et une longue 
periode d'incubation en serre avant que les symptames 
apparaissent, demandent entre 3 B 5 semaines. Par ail- 
leurs, la reponse des plantes inoculees est tributaire des 
conditions climatiques du moment. Enfin, le test biologi- 
que est bien plus coûteux car grand consommateur 
d'energie. Son seul interêt reside dans le fait que l'on 
s'adresse directement au pouvoir infectieux du virus pre- 
sent dans la plante infectee, ce qui peut sembler a priori 
plus satisfaisant pour le pathologiste. 
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RBaction forte I RBaction faible 

- La detection par la methode ELISA d'un antigene 
viral qui n'est pas obligatoirement li6 au gename infec- 
tieux du virus, n'en traduit pas moins la multiplication de 
celui-ci dans le vegetal 6prouv6 : non seulement il s'agit 
de la methode la plus sensible pour la reconnaissance 
des infections naturelles, mais de plus elle peut apporter 
des donnees indispensables pour I'btude du deroulement 
de la maladie dans une plante expbrimentalement infec- 
tee. 

RBaction douteuse 

En effet, c'est en comparant I'bvolution de la teneur en 
antigene viral avec la mise en evidence du virus soit par 
son pouvoir infectieux, soit par l'apparition des symptô- 
mes, que l'on pourra determiner la periode la plus pro- 
pice pour proceder au test ELISA : celle qui, apres I'ino- 
cujation, permettra de mieux rendre compte des diffe- 
rentes de comportement des seedlings, v is-h is  de 
l'infection par le SCMV-D et de juger de leur resistance 
relative 8 la multiplication du virus. 

Plantes montrant des symptdmes 
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DOE-T>0,2 0,1< DOE-T<0,2 0,05 <DOE-T <0,1 

I l  

Tableau I 
DETECTION IMMUNOENZYMATIQUE DES INFECTIONS LATENTES 

au moment du test ............................ 65 44 

Y 

...... 
I 

9 Plantes retablies au moment du test -__. - 15 

(Essai realise en octobre 1980 sur des seedlings inoculbs,depuis 7 B 9 mois par la souche SCMV-D) 

12 9 

2 4 
I 

ContrBle visuel 

21 1 
95 56 

60 
151 

Plantes n'ayant jamais montrB 
de symptames ................................. 131 42 .47 

Totaux ........................................... 
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Contrôle visuel 

.............................. 
......................... SymptBmes douteux 15 

Pas de symptômes 164 

67 1 82 
Symptômes nets 

............................ 

Totaux ........................................... 246 

191 

~~ 

lndexage immunoenzymatique E.L.I.S.A. 
RBaction nette RBaction douteuse Pas de reaction 

61 4 2 

7 4 4 

53 36 75 

121 44 

DOE-T >O, 1 0,05< DOE-T <0,1 DOE-T< 0.05 

81 
165 

Tableau II 
COMPARAISON DU CONTROLE VISUEL ET DE L'EPREUVE ELISA POUR LA DETECTION DU VIRUS 

DE LA MOSAIQUE DE LA CANNE A SUCRE (SCMV-D) 

3 2 

(Essai r6alis6 en janvier 1981 sur des ((seedlings)) inoculks depuis 14 mois) 

9 3 

1 

Tableau III 
DETECTION IMMUNOENZYMATIQUE DES INFECTIONS ,RECENTES PAR LE VIRUS DE LA MOSAIQUE 

DE LA CANNE A SUCRE (SCMV-D) 

1 2 

Contrôle visuel 

1 

(1) 

Symptômes observes 
au. moment 
du test Douteux 

2 - 1 

Symptômes observes 

(plantes rbtablies) Douteux 

Plantes n'ayant jamais 
montre de symptômes ............. 9 

332 
Totaux ................................ 

6 23 231 

24 

lndexage immunoenzymatique ELISA 

297 22 1 17 

- 

(4) 

2 

2 

Pas de rbaction 

(5) 

6 

9 

9 

I 29 
356 

257 
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I t 
1 2 4 8 15,6 31,2 62,5 125 250 ng/ml 

Figure 1 : 
Detection immunoenzymatique du SCMV-D dans des extraits purifies : Sensibilite de la methode. 

Duree d'incubation du substrat (p-nitroph6nylphosphate 0,7 mg/ml dans un tampon diethanolamine pH 9,8) : 30,60 et 
90 minutes (moyenne de 10 lectures par 6chantillon). 

cl----- 30 mn; b) - . -. - . 60 mn; a)- 90 mn. 



,, AGRONOMIE TROPICALE XXXVll - 2 

1,5 

1 

0,5 

193 

2c 

30 60 90 120 150 180 mn 30 60 90 120 150 180 mn 30.' 60 90 120 150 180 mn 

Temps d'incubation du substrat 

Figure 2 : 
Detection immunoenzymatique du SCMV-D dans des extraits de canne. Influence de l'addition de PVP (2 %) et de BSA 

( 0 2  %)  dans les tampons d'extraction (Tris-EDTA 0,05 M) ou de dilution (Tris-EDTA 0,005 MI. 

(A) canne saine (A) canne infectee 
2 a - extraits ((bruts)) (1 g/8 ml1 

tampon d'extraction --- PVP + BSA - avec 

2 b - extraits dilues au 1/10 

tampon d'extraction ---- . PVP + BSA 
-. avec 

2 c - extraits dilues au 1/10 

(- tampon d'extraction et de dilution avec PVP + BSA 
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Figure 3 : 
Symptômes de Mosaïque sur canne à sucre, variete B 46364 . 


