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Au Laboratoire de diagnostic en phytoprotection, le test PCR est utilisé pour la détection de plusieurs
bactéries comme Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Erwinia tracheiphila, Rhizobium
radiobacter (Agrobacterium tumefaciens), les Streptomyces phytopathogenes, Xanthomonas hortorum pv.
pelargonii  (Xanthomonas campestris pv. pelargoni), Xanthomonas fragariae, pour le champignon
|Plasmodiophora brassicae et pour les phytoplasmes.

Dans la majorité des cas, ces micro-organismes phytopathogéenes sont difficilement ou non isolables sur
milieux de culture gélosés et le test PCR nous permet de contourner cette étape. En plus, cette technique
est celle offrant le plus haut niveau de spécificité et de sensibilité.

Chancre bactérien (Clavibacter michiganensis subsp. Gale commune (Streptomyces
michiganensis) sur la tomate spp.) sur la pomme de terre

Tumeur de la tige (Rhizobium Hernie des cruciféres Phyllodie ou pétales verts
radiobacter) sur le framboisier (Plasmodiophora brassicae) sur (Phytoplasme) sur le fraisier
le chou



PRINCIPES DU TEST PCR

PCR est [labréviation de «Polymerase chain
reaction». Le test PCR est une méthode de
biologie moléculaire d’amplification ciblée /n vitro.
Ce test a été imaginé par K. Mullis en 1985 et la
commercialisation de I'enzyme ADN polymérase
résistante a des températures élevées (7ag
polymérase) permis l'automatisation de cette
technigue vers 1988.

Pour pouvoir utiliser le test PCR il faut connaitre
au préalable la séquence d’'un segment de I'ADN
spécifigue a [l'organisme que I'on recherche
(séquence cible). Cette connaissance permet la
conception de paires d’amorces d’ADN (primers)
essentielles aux réactions PCR. Nous connaissons
ainsi la dimension de notre séquence cible soit
son nombre de paire de base qui équivaut a son
poids moléculaire.

Les amorces doivent correspondre a certains
criteres dont la complémentarité a des petites
régions de I'’ADN de I'organisme recherché, d'ou la
nécessité de la portion de séquence connue.
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séauence cible

Le choix d’amorces de 20 a 30 nucléotides de
longueur est I'élément du PCR qui assure la
spécificité de cette technique. La probabilité de
retrouver, chez d’autres organismes, les mémes
régions d’ADN complémentaires aux amorces est
presque nulle.

Les réactions qui ont lieu lors de la réalisation
d'un test PCR impliquent le travail d’'une enzyme
nommée 7ag polymérase. Cette enzyme
synthétise I'ADN de [I'extrémité 5-prime vers
I'extrémité 3-prime. C'est le travail d’amplification
par la 7ag polymérase qui explique la sensibilité
de la technique; le nombre de copies d'un
fragment d’ADN peut atteindre des dizaines, voire
des centaines de millions de copies. La 7aq
polymérase est une enzyme thermorésistante qui
a été isolée de la bactérie Thermus aquaticus, une
habitante des sources d'eau chaude du parc
Yellowstone. De nos jours, les enzymes utilisées

sont dites recombinantes, ce qui simplifie
considérablement leur obtention, et leurs
propriétés ont été largement modifiées pour les
rendre plus efficaces, plus fidéles. Cette enzyme
sert a allonger les amorces dans une série de
cycles répétitifs. Chaque cycle de PCR est
constitué de trois phases différentes a des
températures différentes soit la dénaturation,
I'hybridation et I'élongation.

Les amorces servent de points de départ pour la
synthese de fragments de I'ADN de l'organisme
recherché. Le test PCR est avant tout une
méthode pour synthétiser a I'aide d’'une enzyme
un fragment bien défini d’ADN; la réaction PCR va
utiliser les deux amorces qui vont s’hybrider aux
brins opposés de 'ADN de I'organisme recherché,
et encadrer le fragment a amplifier.

L'ingéniosité de cette nouvelle technique consiste
a utiliser les produits de chaque étape de
synthése comme matrices pour les étapes
suivantes, au lieu de les séparer et de réutiliser
gue la matrice originale. Ainsi, au lieu d'étre
linéaire, I'amplification obtenue est exponentielle.

REALISATION DU TEST PCR

La réalisation d'un test PCR se fait en trois étapes
soit I'extraction de [I'ADN, [l'amplification des
fragments cibles de I'ADN et la révélation sur gel
d’agarose.

Au laboratoire de diagnostic en phytoprotection,
nous utilisons quatre techniques d'extraction de
I'ADN selon I'organisme recherché. Voici les deux
principales; vous trouverez les références pour
I'extraction des Streptomyces phytopathogénes et
des phytoplasmes a la fin du document.

Chaque test PCR comprend :

+«» Un témoin négatif d’amplification constitué du
mélange réactionnel et d'eau HPLC stérile
remplagant I'extrait d’ADN afin de vérifier la
contamination possible de nos réactifs. Aucune



bande ne sera visible lors de la visualisation
des résultats.

«» Un témoin positif d’amplification constitué d'un
extrait ADN du micro organisme recherché déja
identifié par PCR afin de vérifier si I'étape
d'amplification a bien fonctionnée. Une bande
correspondant & la dimension du segment
d’ADN de notre micro organisme recherché
sera présente lors de la visualisation des
résultats.

% Un témoin positif d'extraction constitué du
micro organisme recherché afin de vérifier si
I'étape d’extraction a bien été effectuée. Une
bande correspondant a la dimension du
segment d’ADN de notre micro organisme
recherché sera présente lors de la visualisation
des résultats

Plusieurs précautions sont nécessaires afin
d’éviter toute contamination : mettre des gants et
les changer entre chacune des étapes, préparer
les dilutions des extractions dans une hotte stérile
a flux laminaire, ne jamais utiliser les mémes
pipettes pour la préparation du mélange de
réactifs et pour la dilution et [l'addition des
extractions d’ADN, utiliser une hotte spécifique a
la technique PCR pour la préparation du mélange,
cette hotte sera nettoyée avec un produit
éliminant toute trace d'ADN; aucun tube
contenant de I'ADN ou des amplicons ne doit étre
ouvert dans cette hotte.

Pour la recherche de Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, d Erwinia tracheiphila et de
Plasmodiophora brassicae, le systéme vasculaire
ou les tumeurs sont préleves et déposés dans un
sac pour broyage. Cette étape
peut se faire a laide d'un
adaptateur a billes ou le
systéme vasculaire ou les
galles sont broyés jusqu'a
liquéfaction dans de la saline
stérile. Le broyat d'un plant
déja diagnostiqué positif par PCR nous servira de
témoin positif d’extraction.

Une partie du broyat est placée dans un micro
tube et le réactif DNAzol (réactif enregistré par
Molecular Research Center Inc.), servant a briser

les parois et les membranes cellulaires, est ajouté.
Aprés centrifugation, le surnageant est transféré
dans un nouveau micro tube et de I'éthanol a
100% vy est ajouté. Un temps de repos a
température de la piece permet la précipitation de
'ADN suivi d’'une centrifugation. Le culot d’ADN
ainsi formé est lavé deux fois [l
avec de l'alcool 95% afin de
séparer 'ADN des protéines. Il
est par la suite séché a l'aide
d'un dessiccateur rotatif
(Speed vac) et le culot est
solubilisé dans du NaOH
(8mM) et de I'HEPES (1M).

Pour la recherche de Rhizobium radiobacter
(Agrobacterium tumefaciens), de Xanthomonas
hortorum pv. pelargonii (Xanthomonas campestris
pv. pelargonii) et de Xanthomonas fragariae les
tumeurs, les tiges ou les feuilles symptomatiques
sont coupées en petits morceaux et placées dans
un tube contenant du tampon d’extraction
composé de tris, de NaCl, de EDTA, de SDS et de
PVP. Aprés agitation, une partie du tampon est
transférée dans un micro tube et centrifugée. Le
surnageant est transféré dans un nouveau micro
tube et incubé a 93°C afin de dénaturer les
cellules. Aprés une centrifugation, le surnageant
est transféré dans un nouveau micro tube et de
l'isopropanol froid est ajouté. Une incubation a
-20°C sert a précipiter I'ADN suivi d'une
centrifugation. Le culot d’ADN ainsi formé est lavé
deux fois avec de l'alcool 95% afin de séparer
'ADN des protéines. Il est par la suite séché a
'aide d'un dessiccateur rotatif (Speed vac) et le
culot est solubilisé dans H,O HPLC stérile.

Cette étape sert a multiplier la séquence cible de
I'ADN spécifique au micro organisme recherché.
Comme il est mentionné précédemment, a partir
d’'un échantillon complexe et peu abondant, nous
pouvons obtenir rapidement des millions de
copies d'un segment précis d’ADN en quelques
heures. La technique consiste a répéter des cycles
de durée et de températures différentes. Il est
important de diluer nos extraits d’ADN car une
quantité trop importante d’ADN peut induire une
fausse réaction négative.



Les éléments essentiels a cette étape sont : I'ADN
extrait, la paire d’amorces spécifiques au micro
organisme recherché, I'ADN polymérase (7aq
polymérase) et les quatre désoxyribonucléotides
(dNTP’s) soit I'adénine (A), la thymine (T), la
cytosine (C) et la guanine (G). Tous sont ajoutés
en large exceés par rapport a I'ADN extrait.

ADN extrait & amplifier ﬂ»/-ADN polymérase Taq
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désoxyribonucléotides
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Un mélange de ces éléments dans un micro tube
est placé dans un cycleur thermique
(thermocycleur) et un programme est sélectionné
selon le micro organisme recherché. Ce
programme comprend le nombre de cycles
nécessaire a l'obtention de
millions de copies du géne
(environ 30 cycles). Chacun
des cycles comprend trois
températures différentes soit
une pour la dénaturation
(environ 95°C), une pour I'hybridation (entre 40 et
65°C) et une pour I'élongation (a 72°C).

La dénaturation de I'ADN se fait a haute
température; a 95°C, les liaisons hydrogene qui
maintiennent ensemble la double hélice d’ADN
sont rompues et deux brins simples sont obtenus.
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La température est abaissée pour [I'hybridation
des amorces; celles-ci se fixent sur le brin d’ADN,

il 'y a alors appariement avec les bases
complémentaires.
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Finalement, la température remonte pour
effectuer I'élongation; durant cette étape, la 7ag
polymérase se fixe aux amorces, servant de point
de départ, et ajoute des désoxyribonucléotides
(dNTP's)  afin de  synthétiser le  brin
complémentaire de I'ADN. La répétition de ce
cycle de températures permet l'obtention de
plusieurs copies du fragment d’ADN cible.

31 5
2 copies de notre séquence cible
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Le cycle est répété plusieurs fois (environ 30
cycles) afin d’obtenir plusieurs copies de notre
séquence d’ADN cible.

La visualisation du fragment d’ADN d'un micro
organisme  recherché se fait lors de
I'électrophorese sur gel d'agarose suivi d'une
coloration au bromure d'éthidium. Cette étape du
test PCR est basée sur lattraction des acides


http://fr.wikipedia.org/wiki/Ad%C3%A9nine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Thymine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cytosine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Guanine

nucléiques (ADN) chargés négativement sous
I'effet d'un champ
électriqgue. La séparation =
s'effectue lors du passage
de I'amplicon (produits de
'amplification) a travers
un gel d'agarose. Les - — ~ %
fragments d’ADN de petites tailles se déplacent
plus rapidement que ceux de grandes tailles et
migrent plus loin. Plus les fragments sont longs,
plus la migration est lente ainsi la durée de la
migration et le voltage employé varieront selon la
dimension du fragment d’ADN ampilifié.

Le gel d'agarose est placé dans un appareil a
électrophorése et est recouvert d'un tampon
d’électrophorése composé de tris, d’acide acétique
glacial et de EDTA. Une échelle de marqueurs de
poids moléculaires nucléotidiques (1 Kb) est
déposée dans le premier puits; elle servira a
mesurer le poids moléculaire du segment d’ADN
multiplié. Une petite quantité de I'amplicon
mélangé a une solution de Bleu Endo-R-Stop 10X
est déposée dans un puits. La migration se fait du
pble négatif au pble positif et est arrétée lorsque
le mélange atteint la fin du gel soit @ 1 cm de la
base du gel.

Une coloration au bromure d’éthidium permet de
révéler des bandes présentes sur le gel d’agarose.
Le bromure d’'éthidium est un marqueur d’acides
nucléiques. Le gel est submergé dans une solution
de bromure d'éthidium (2 pg/ml), a la noirceur,
avec une légére agitation de 20 minutes et il est
rincé a l'eau déminéralisée durant 20 minutes
toujours a la noirceur et avec une légére
agitation. La coloration au bromure d'éthidium est
révélée sous une lumiére ultra violette (UV); le gel
est photographié a l'aide d'un appareil photo
numérique. La distance parcourue par le fragment
d’ADN amplifié ainsi que des témoins positifs
d’extraction et d’amplification est comparée a
I'échelle de poids moléculaires.

Basé sur des références, la dimension du
fragment d’ADN (nombre de paires de bases)
spécifique au micro organisme recherché est
connue. Il suffit de comparer la hauteur de la
bande apparaissant sur le gel d'agarose coloré
avec I'échelle de poids moléculaires. Si la bande
est a la bonne hauteur, nous sommes alors en

présence du micro organisme recherché. Il est
important de vérifier la hauteur de la bande de
nos témoins positifs d’extraction et
d’amplification; elles devraient étre la méme que
celle de I'ADN extrait du micro organisme
recherché.
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SCHEMA DE LA TECHNIQUE PCR

e EXTRACTION DE L’ADN du micro organisme recherché et du témoin d’extraction
e AMPLIFICATION DE L’ADN; ajouter tous les réactifs dans un micro tube

ADN gxtra?_aérgolifier ~4 )~ ADN polymérase [ 7ag

L] L =

Amorces d 4 désoxyribonucléotides
AllT

Séquence cible de 'ADN que I'on veut amplifier

T == TTITRNRRAIANAIE
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séquence cible
Le cycle PCR: la dénaturation, I'hybridation et I'élongation
A- Dénaturation de 'ADN
o1 3 S VEALIL 111 JAJREIL L1 11]
2 I TLIRRHERL B |5,-3,Mnnnmn .

B- Hybridation

5 3
' N ! ! ; , La température redescend entre 40 et 65°C;
5 3 5 Les amorces se fixent a la séquence ciblée
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C- Elongation

3 5 3 5
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Le cycle est répété plusieurs fois (environ 30

cycles) afin d’obtenir plusieurs copies de notre

ADN cible. _TAAAAAAAAHARARAE _THANAAARAARARARE
“HAAAARARAARANARE AR ARAARAARL

e VISUALISATION DE L’ADN ET INTERPRETATION DES RESULTATS

Electrophorése sur gel d’agarose et visualisation
par coloration de 'ADN cible.

Présence ou absence d'une bande du méme
poids moléculaire que notre ADN cible.
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