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Contexte de l’étude

Dépérissement

2022 : - 42,4 millions hectolitres de vin ;
            - 2ème producteur au monde après Italie ;
            - 12,7 milliards d’euros à l’export (2nde place après aéronautique)

900 millions à 1 milliard d'euros



L’approche histologique pour :

1. Phénotyper les effets in planta de différents dépérissements ; 

2. Localiser / Discriminer in situ certains agents infectieux responsables de 
dépérissement ;

3. Appréhender l’effet ou la répartition de méthodes de lutte potentielle ou 
proscrite.



Méthodologies & appareils  utilisés

Loupe optique à fond clair Loupe optique à épifluorescence

Hybridation in situ – microscopie optique à fond clair ou confocale

Microscopie électronique à balayage

Microscopie optique à épifluorescenceMicroscopie optique à fond clair



Phénotypage in planta des effets de 

dépérissements :

porte-greffe 161-49 C



Approches et méthodes

Loupe optique à fond clair
Microscopie optique

fond clair

Microscopie électronique
à balayage

• Coupe transversale au sécateur (0,5 cm 
de hauteur) de l’échantillon frais ;

• Rafraichissement en surface (lame de 
rasoir) et observation de la surface ;

• Coupe transversale manuelle la plus fine 
possible ;

• Observation sous loupe binoculaire / 
macroscope avec éclairage par le dessous.

• Fixation (1 nuit à 4°C) en 2,5% glutaraldéhyde en 
tampon phosphate (0,1 M ; pH 7,2) contenant 1% 
de saccharose

• Rinçages (3 x 1h) en tampon phosphate (0,1 M ; 
pH 7,2 ; 4 °C)

• Post-fixation (1h) au té́troxyde d’osmium 1 % 
(v/v, dans du tampon phosphate 0,1 M ; pH 7,2 ; 
4°C)

•  Dé́shydratation dans des bains progressifs 
d’éthanol [(30 % ; 50% ; 70% et 100 %, v/v), 30 
min] puis puis d’oxyde de propylène (2 x 30 min) 

• Imprégnation en re ́sine Epon 812 (Merck) et 
oxyde de propylène [(2-1 ; 1-1 ; 1-2 (v/v)], puis 
résine pure (1 nuit)

• Polyme ́risation à 60°C (48 h) 
• Coupes semi-fines de 0,5μm d’épaisseur 

(diamant histo 45° Diatome ; angle de coupe de 
6°)

• Coloration bleu de toluidine (0,2%, pH 11) 
• Observations au microscope photonique (Leica 

Leitz DMRB, Wetzlar, Allemagne) 

• Coupe transversale au sécateur (0,5 cm 
de hauteur) de l’échantillon frais ;

• Rafraichissement en surface (lame de 
rasoir) ;

• Cryo-fixation (vapeurs d’azote pâteux) ;

• Sublimation (5 min à -90°C) ;

• Métallisation à l’argon (10 sec à 5 mA) ;

• Observation au Cryo-MEB (Hitachi SU
8230 équipé d’un Quroum PP3000 t).



Anatomie des racines
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Liber II et vaisseaux du bois II fonctionnels ; nombreux amyloplastes dans les rayons libériens et ligneux



Anatomie des racines
C

e
p

s 
d

é
p

é
ri

ss
a

n
ts

T

T

T

T

T

T

TG

Accumulation de couches de Liber II altérées ; vaisseaux thyllosés ou gommosés ; peu/pas d’amyloplastes



Observation des radicelles

Galles (nodosités) phylloxériques et présence de femelles aptères sur les radicelles de ceps asymptomatiques et dépérissants



Anatomie des radicelles

Anomalies structurales tant dans le cortex (lacunisation parenchymateuse) que dans le cylindre central
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Appréhender l’effet ou la répartition de 

méthodes de lutte potentielle

ou proscrite.



Approches et méthodes

Microscopie électronique à balayage

• Application du traitement sur le cep de vigne (arsénite de sodium)
• Echantillonnage feuilles / rameaux / bois  6 mois post-traitement
• Fixation (4% paraformaldéhyde en tampon PBS 1X 10 mM p7,4) 1 nuit à 

4°C et rinçages (PBS 1X avec glycine 0,1M, 3 x 15 min puis PBS seul 2 x 15 
min)

• Déshydratation (éthanol 50%, 70%, 95% ; butanol 1 nuit 4°C ; Safesolv : 
butanol / Safesolv (2v/1v) ; butanol / Safesolv (1v/2v) ; Safesolv pur à 
température ambiante)

• Imprégnation paraffine (Paraplast X-TRA®, Sigma-Aldrich ; 58°C)
• Polymérisation à température ambiante en moule (conservation des blocs 

à -20°C)
• Coupe des échantillons au microtome (10 mm d’épaisseur) 
• Déparaffinage (Safesolv puis éthanol puis eau DEPC), déprotéinisation 

enzymatique (protéinase K, 37°C), rinçages (PBS1 X avec 0,2% glycine), 
déshydratation (éthanol 50, 70, 100%).

• Hybridation (MIX : formamide déionisé, SSC, sulfate de dextran 50%, 
Denhardt) ; Sonde (ARNt marqué à la digoxigénine 200 à 400 ng / lame)

• Révélation du signal (solution de blocage , Anti-DIG PA + substrat 
NBT+BCIP, à l’obscurité, rinçages Tris-HCl 5min puis eau stérile)

• Observation au microscope optique à fond clair (Leica Leitz DMRB, 
Wetzlar, Allemagne) .

Hybridation in situ – microscopie optique à fond clair

• Coupe transversale de sarment au sécateur (0,7 cm de 
hauteur) + rafraîchissement de surface (lame de rasoir)

• Application du traitement (badigeon) en surface de la 
plaie

• Séchage (1h température ambiante)
• Cryo-fixation (vapeurs d’azote pâteux)
• Sublimation (5 min à -90°C)
• Métallisation à l’argon (10 sec à 5 mA)
• Observation au Cryo-MEB (Hitachi SU 8230 équipé d’un

Quroum PP3000 t).



Protection de plaies de taille
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Données techniques  
et scientifiques

Fig. 6 : Corrélation entre le développement des plaies de taille et des 

nécroses (cônes de dessiccation) (à gauche : baguette et courson d’un 

an; à droite : coupe rase sur du vieux bois). (Crespy, 2006)

Fig. 7 : Méthode de taille recommandée. (Crespy, 2006)

Fig. 8 : Taille traditionnelle: plaies de taille localisées sur le vieux bois 

et provoquant la détérioration des ux de sève. (Simonit & Sirch)

Fig. 9 : Guyot-Poussard : taille orientée qui préserve les ux de sève. 

(Légende : triangles noir = plaies de tailles, lignes rouges = ux de 

sève). (http://simonitesirch.com) 

La taille dans le respect  
des f lux de sève

Le diamètre des plaies de taille (Fig. 6, a) induit une 
nécrose 1,5 fois plus grande sur la baguette ou le cour-
son (Fig. 6, b) (Crespy, 2006). De grandes plaies effectuées 
à ras du bois pérenne (cordon ou tronc) induisent des né-
croses (Fig. 6, b), qui entraînent potentiellement des taux 
d’infection plus élevés par les champignons provoquant 
les MDB (Úrbez-Torres & Gubler, 2010) et détériorent les 
flux de sève (Crespy, 2006). Le développement de bois 
nécrosé peut réduire le transport de l’eau du xylème vers les 
feuilles (Maher et al., 2012), et l’augmentation de la transpi-
ration peut conduire à l’apparition de formes apoplectiques 
(Surico et al., 2005).

Il est important de tailler correctement dans le but de réduire 
la possibilité de nouvelles infections par les pathogènes des 
MDB (Fig. 7, a) et pour préserver la fonctionnalité des flux de 
sève lors de la formation de cônes de dessèchement (Fig. 7, 
b). Les techniques de taille qui priorisent une coupe propre 
(Fig. 7, c) sont esthétiques mais la plupart du temps elles 
entrainent une détérioration des flux et de grosses plaies. 

La taille dans respectueuse des flux de sève a été adoptée 
par Lafon (1927) depuis un système de formation en Guyot 
déjà utilisé en France et plus tard nommé Guyot-Poussard 
(Lecomte et al., 2011). Le principe essentiel, et qui diffère du 
système traditionnel (Fig. 8), est le maintien des flux de sève 
d’une année sur l’autre avec des plaies de tailles localisées 
uniquement sur la partie haute du cordon (Fig. 9).

A notre connaissance, la taille dans le respect des flux de sève 
est implémentée dans les systèmes de type Guyot-Pous-
sard et cordon Royat, mais est en développement pour 
les systèmes en Gobelet et en pergola (Simonit & Sirch, 
SICAVAC). Ce type de taille s’est considérablement dévelop-
pé en Europe, où la taille Guyot-Poussard est le système le 
plus fréquent qui respecte les flux de sève mais d’autres 
mises en œuvre de cette approche dans d’autres systèmes 
de formation peuvent être attendues.

Des études scientifiques qui fourniront des réponses pré- 
cises sur l’efficacité de ces systèmes de formation dans la 
gestion préventive des MDB sont en cours et l’impact de 
ces systèmes sur les MDB n’est pas encore pleine-
ment compris et doit être scientifiquement évalué ! 

Formation d’un cône

de dessiccation en

réaction à la taille

Formation d’un cône

de dessiccation en

réaction à la taille

Coupe

Vieux bois

Formation d’un cône

de dessiccation en

réaction à la taille

Bois d’un an

Bois de deux ans



Localisation de transcrits liés à la défense

Source : Magnin-Robert M., Adrian M., Trouvelot S., Spagnolo A., 

Jacquens L., Letousey P., Harir M., Roullier-Gall C., Clément C., 

Schmitt-Kopplin P., Vallat A., Abou-Mansour E., Fontaine F. 

(2017). Alterations in grapevine leaf metabolism occur prior to esca

apoplexi appearance. Molecular Plant-Microbe Interactions 

30(12):946-959. DOI : 10.1094/MPMI-02-17-0036-R

GST1 = Glutathion-S-
transférase (Phi) ; 

détoxification

Rib = Sonde ribosomique ; 
expression constitutive

Arsenite de sodium

ARNt marqué à la DIG , Ac-anti-
DIG couplé à la phosphatase 
alcaline + substrat NBT+BCIP.



✓ L’histologie végétale = un panel de techniques facilitant l’analyse spatiale à 
différentes échelles et pour différentes questions biologiques.

✓ Un point de vue « imagé » donc parlant (« y’a pas photo » !)

✓ Parfois chronophage (ex : hybridation in situ), nécessitant immanquablement des mises 
au point et confrontée à la spécificité des tissus végétaux (ex : autofluorescence des 
chloroplastes, des parois cellulaires ; présence de composés phénoliques) ou à la 
fragilité des microorganismes (ex : cryo-MEB).

✓ Représentativité / coût pour les techniques les plus résolutives (échantillonnage pour 
valorisation) = parfois un frein.

CONCLUSION



Un travail collectif : merci à l’ensemble des collaborateurs !

Philippe LARIGNON
Lucile JACQUENS Marielle ADRIAN Florence FONTAINEPierre-Emmanuel 

COURTY
Sophie TROUVELOT Laure AVOSCAN Christine 

ARNOULD

Aline 
BONNOTTE

Elodie NOIROT



de votre attention !

Sophie Trouvelot, Université de Bourgogne 
(Institut Universitaire de la Vigne et du Vin)

sophie.trouvelot@u-bourgogne.fr

mailto:sophie.trouvelot@u-bourgogne.fr


Localisation / discrimination in situ

de certains agents infectieux

responsables de dépérissement



Approches et méthodes

Hybridation in situ – microscopie confocale
Déparaffinage (SafeSolv)

↓

Réhydratation

↓

Protéinase K - 30min à 37°C

↓

Déshydratation

↓

Hybridation : une nuit à 45°C

↓

Rinçages post-hybridation :

SSC 2X à 50% formamide - 45min à 50°C

SSC 1X - 10min à 55°C

SSC 0,2X - 20min à 55°C 

SSC 0,2X - 10min à 55°C 

PBS 1X - 10min RT

↓

Solution de blocage - 1h à 37°C

↓

Ac I - 2h 37°C

↓

Rinçage en PBS 1X - 3X 10min RT

↓

Ac II - 2h 37°C

↓

PBS 1X - 3X 10min RT
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confocal Leica SP8 

LNA = Locked Nucleic Acid
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• Facilite le processus d’hybridation et augmente la stabilité de l’analogue 
(Kubota et al., 2006 ; Cerqueira et al., 2008 ; Thomsen et al., 2015). 

• Permet  (i) une augmentation de la spécificité de la sonde lorsque le LNA 
est porté par une base spécifique (et les bases l’encadrant) et (ii) une 
meilleure résistance aux enzymes de dégradation des acides nucléiques 
de type RNAse et DNAse.

« DNA mimics »
Nucléotides avec chaîne carbonée du 

ribose modifiée par une liaison méthylène 
entre le groupement hydroxyle en 

position 2 et le carbone en position 4 .  

➢  5 LNA dans une sonde de 20 pb
 22 

Ces observations nous ont permis de constater que les spectres d’auto-fluorescence des 

tissus ligneux de vigne sont similaires, pour une même longueur d’onde d’excitation, quelle que 

soit la nature du tissu (nécrosé ou non, inoculé ou non). Cette homogénéité de spectre d’auto-

fluorescence facilite grandement le choix des fluorophores.  

Par ailleurs, le niveau d’intensité d’auto-fluorescence des tissus végétaux est plus élevé en 

réponse à des longueurs d’ondes d’excitation correspondant au spectre bleu-vert (405-488 nm). 

Ceci concorde avec les caractéristiques spectrales des composés phénoliques, naturellement très 

présents dans les tissus vasculaires du bois. Cependant, le spectre d’émission obtenu sous 

excitation à 405 nm présente un décrochage vers 450 nm, compatible avec l’utilisation d’un 

fluorophore dont le spectre d’émission se positionnerait dans cette zone spectrale. Les autres 

fluorophores seront sélectionnés pour émettre de la fluorescence préférentiellement dans les 

gammes du rouge,  partie spectrale peu touchée par de l’auto-fluorescence au sein des tissus 

ligneux.  

Au vu de la littérature disponible traitant de la détection fluorescente d’agents microbiens 

au sein de tissus (animaux ou végétaux), il apparaît que l’utilisation de la nouvelle génération de 

fluorophores (moins photosensibles et plus stables) appartenant à la famille des Alexa Fluor 

devient incontournable.  Parmi les principaux Alexa Fluor disponibles et considérant les bandes 

spectrales d’émission les moins touchées par l’auto-fluorescence des composés végétaux, nous 

avons alors opté pour l’utilisation des Alexa Fluor 405, 594 et 633 (spectres d’émission présentés 

en Figure 12). 

Les caractéristiques des sondes fongiques synthétisées ainsi que les marqueurs de 

révélation envisagés (anticorps fluorescents) sont résumés dans le Tableau 1. 

 

Tableau 1 : Récapitulatif des caractéristiques de révélation de chaque sonde fongique. 

Espèce ciblée Marqueur de sonde Anticorps Iaire 
Anticorps IIaire et 

fluorophore 

D. seriata 
Bromodeoxyuridine 

(BrdU) - Exiqon 

Souris anti-BrdU - 

ThermoFisher 

Ane anti-souris couplé à 

l’Alexa Fluor 647 - Abcam 

N. parvum Biotine – Exiqon 
Chèvre anti-biotine - 

ThermoFisher 

Lapin anti-chèvre couplé  à 

l’Alexa Fluor 405 - Abcam 

 

 



Hybridation in situ sur mycélium

N. parvum Botryosphaeria dothidea Botryosphaeria stevensii

Botryosphaeria quercuum Botryosphaeria obtusa Dothiorella sarmentorum
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