! objectif principal du phytopa-
thologiste est d'ceuvrer dans la
perspective d'une lutte préventi-
ve ou curative contre les mala-

dies des plantes. Des lors, la capacité a
identifier correctement et a mettre en évi-
dence, de fagon sfire et précoce, un agent
pathogene dans une plante infectée repré-
sente une étape essentielle de sa mission.
A cet égard, I'évolution contemporaine
des systemes de production agricoles et
horticoles accroit la nécessité de pouvoir
disposer de techniques de diagnostic
simples, rapides, sensibles, fiables, appli-
cables 2 un grand nombre d'échantillons
et d'un coiit acceptable pour les utilisa-
teurs.

Dans le passé, l'introduction de nou-
veaux agents pathogenes dans des zones
géographiques dont ils étaient jusqu'alors
absents a grandement contribué a l'ex-
tension des maladies des plantes culti-
vées. L'accroissement considérable du
volume des échanges commerciaux intra-
et intercontinentaux ainsi que l'augmen-
tation des vitesses de déplacement
constituent des facteurs contemporains
d'aggravation de ce risque [1]. Par
ailleurs, la constitution de zones de libre-
échange économique, au sein desquelles
les barrieres douanieres sont supprimées,
renforce la nécessité d'un contréle rigou-
reux de l'état sanitaire du matériel végé-
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tal au départ de la production. Par
exemple, trés récemment encore, chaque
Etat membre de l'union européenne
constituait un espace phytosanitaire
fermé ; un produit végétal remplissant les
conditions nécessaires A sa commerciali-
sation sur un marché national pouvait
deés lors ne pas satisfaire aux exigences
phytosanitaires définies dans le cadre des
échanges internationaux au sein de
|'Union. La nouvelle réglementation qui
se met en place prévoit la suppression
des doubles controles phytosanitaires, au
départ et a l'arrivée du matériel, au pro-
fit d'un contréle unique a la production
qui serait associé a la délivrance d'un
passeport végétal obligatoire, attestant
que le matériel a été produit selon des
normes phytosanitaires définies [2].

Les différentes techniques de détection et
d'identification des agents phytopatho-
geénes basées sur I'hybridation des acides
nucléiques, qui permettent d’atteindre
cet objectif, seront analysées ici.

Le diagnostic
des maladies
parasitaires

des vegeétaux

Le probleme du diagnostic des maladies
des plantes inclut deux composantes qui
different par les exigences techniques et
d'organisation qu'elles impliquent :

— la détection d'un agent pathogene,
dans le cadre d'une procédure de certifi-
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cation ou de quarantaine, exige que la
sensibilité de la technique adoptée per-
mette la mise en évidence des infections
latentes chez les plantes ne présentant
pas de symptomes ;

— l'identification de l'agent causal
requiert la mise en ceuvre de techniques
moins sensibles que pour la détection mais
présentant des niveaux de spécificité tels
qu'ils permettent de caractériser cet agent
avec la précision adaptée au probleme
considéré (espece, pathovar, biotype...).
Les progres de la biologie moléculaire (et
de la génétique) ont favorisé I'émergence
de nombreuses techniques utilisant la
caractérisation de molécules immuno-
genes (en particulier les protéines) ou de
séquences d'acides nucléiques [3]. Ces
méthodes connaissent déja, ou pour-
raient connaitre trés prochainement, des
développements croissants conduisant 2
une commercialisation des tests de dia-
gnostic des agents pathogenes des
plantes. Il importe des lors que les utili-
sateurs de ces différentes techniques
(pathologistes, améliorateurs, produc-
teurs de semences et plants, législateurs)
soient correctement informés des avan-
cées techniques qui s'y rapportent, de
leurs potentialités et de leurs limites.

Meéthodes
immunologiques

Les immuno-essais reposent sur la réac-
tion entre un antigene (Ag) et un anti-
corps (Ac). Les anticorps sont des pro-
téines de haut poids moléculaire,




Glossaire

ARN monocaténaire : acide
ribonucléique simple brin.

ARN bicaténaire : acide ribonu-
cléique constitué de deux brins
complémentaires.
Antigénique : qualifie une
molécule induisant une réac-
tion immunitaire.

Epitope : déterminant antigé-
nique.

Plasmide : ADN extra-chromo-
somique capable d'étre répli-
qué dans la cellule hoéte et utili-
sé comme vecteur de clonage.
Polyprotéine : produit de la tra-
duction des ARN génomiques
des potyvirus, réunissant I'en-
semble des protéines virales et
qui subit ultérieurement une
maturation par clivage endo-
peptidique donnant naissance
aux protéines fonctionnelles.
Polynucléotide : chaine formée
par l'union de plusieurs
nucléotides.

obtenus par immunisation d'animaux 2
sang chaud (souris, lapin, chevre) par des
molécules immunogenes (protéines,
polysaccharides, ARN bicaténaires...). Ils
sont dits, dans ce cas, polyclonaux, car
provenant de l'activation d'une popula-
tion hétérogene de cellules de lympho-
cytes B dans le sang de l'animal. Ils
constituent de ce fait un mélange d'anti-
corps différents, réagissant a 1'égard de
nombreux déterminants antigéniques ou
épitopes de la molécule immunogene.

La spécificité des réactions anticorps/antige-
ne fait de l'immunologie un outil trés per-
formant pour le diagnostic des maladies
induites par les virus, mycoplasmes, bacté-
ries, mollicutes et champignons (3, 4].

Un article traitant du probleme du dia-
gnostic des champignons phytopatho-
genes a l'aide des techniques sérologiques
et de la connaissance des protéines spéci-
fiques sera présenté dans un prochain
numéro des Cahiers Agricultures.

Le marquage enzymatique des anticorps,
destiné A révéler la formation du com-
plexe anticorps/antigéne, a conduit 4 un
ensemble de tests immuno-enzymatiques

Agent pathogene
cellulaire

Agent pathogene
moléculaire

ADN génomique

l

v

Virus a ADN

ADN génomique

l

Virus a ARN ou viroide

|

* ARN viral ou viroidal
purifié

* ARN bicaténaire
(formes réplicatives)

* ARN total extrait de
plantes infectées

|

ADNc

Séquence nucléotidique cible

Figure 1. Origines des séquences de nucléotides sélectionnées.

Figure 1. Origin of selected target nucleotidic sequences.

(tests Elisa, immunoblotting...) qui sont
utilisés depuis longtemps pour diagnosti-
quer les agents phytopathogenes (virus,
bactéries et, plus récemment, champi-
gnons).

L'obtention d'anticorps peut rencontrer
des difficultés qui compromettent I'utili-
sation des techniques immunologiques.
Clest le cas pour des maladies a étiologie
mal définie, ou pour des affections dont
I'agent ne peut étre cultivé in wvitro
(molécules infectieuses, parasites obliga-
toires). L'approche sérologique s'avere
également difficile dans le cadre d'une
procédure de certification, lorsque
I'agent pathogene présente une grande
variabilité et que les tests sérologiques
sont spécifiques d'une (ou de quelques)
souche(s) particuliere(s).

Enfin, I'approche sérologique exige
qu'un antigéne spécifique a I'agent
pathogene ciblé soit exprimé au niveau
de la plante infectée. Par exemple, les
formes L (procaryotes dépourvus de
paroi) échappent a la détection par des
anticorps dressés contre des molécules
constitutives des parois bactériennes. De

méme, les protéines enveloppes de virus
ne sont pas suffisamment exprimées chez
les plantes virosées apres la thermothéra-
pie. Cette limite n'existe pas avec les
techniques visant & détecter les séquences
de nucléotides.

Méthodes basées
sur I'hybridation
des acides nucléiques

Le principe de I'hybridation moléculaire
repose sur la capacité de deux chaines
d'acides nucléiques complémentaires,
placées dans des solutions adéquates de
salinité et de pH appropriés, a se disso-
cier lorsqu'elles sont portées a une tem-
pérature proche de 100 °C, et A se réas-
socier par refroidissement lent.

Dés lors, des séquences marquées
d'ADN ou d'ARN monocaténaire
(séquences sondes) sont capables, sous
certaines conditions, de s'hybrider a leurs
séquences complémentaires (séquences
cibles présentes au sein d'un mélange
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Figure 2. Schéma général des tests d'hybridation moléculaire sur

membrane.

Figure 2. Flow chart of molecular hybridization tests on membrane.

Figure 3. Test d'hybridation avec marqueur non radioactif,
utilisant la chémoluminescence ou la colorimétrie.
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Figure 3. Non-radioactive hybridization assay using chemolumi-

nescence or colorimetry.

complexe de polynucléotides) en formant
des duplex stables marqués, permettant
de la sorte l'identification de séquences
nucléotidiques spécifiques. Dés a présent,
la technique d'hybridation moléculaire
sur membrane (dot blot) est utilisable
pour la détection des différents types
d'agents pathogenes des plantes [3].

La mise au point et l'utilisation de tests
d'hybridation moléculaire comportent
plusieurs étapes.

Préparation de la sonde

Dans le cas des agents phytopathogenes
de type cellulaire ou des virus a génome
d'ADN, la séquence de l'acide nucléique
ciblé qui sera utilisée pour fabriquer la
sonde (tres généralement de I'ADN)
peut étre directement purifiée a partir de
I'agent extrait de la plante infectée ou

NBT : bleu nitré-tétrazolium chlorure;
X-phosphate : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate;
Lumigen PPD : 4-méthoxy-(3-phényle phosphate) spiro-(1,2-dioxétane-3,2"-adamantane)

cultivé in vitro. Pour les virus a génome
d'ARN, la séquence cible devra étre pré-
parée a partir de virus purifiés (ou a par-
tir d'ARN bicaténaires ou d'ARN totaux
directement extraits des plantes virosées)
et convertie en ADN par synthese réver-
se d'ADN complémentaire (ADNc)
(figure 1).

Les fragments d'ADN sélectionnés
seront clonés par insertion dans un plas-
mide qui sera multiplié dans la bactérie
Escherichia coli en fournissant de grandes
quantités de sonde déterminée. Cette
technologie a permis de développer I'hy-
bridation moléculaire comme méthode

pratique de diagnostic (figure 2).

Marquage de la sonde

La détection d'une sonde, fixée a des
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séquences de l'acide nucléique cible de
I'agent pathogene que I'on recherche, est
réalisable grace a la liaison d'un mar-
queur sur I'ADN ou ’ARN de la sonde.
Dans le cas de sondes radioactives, cette
reconnaissance se fait grice a l'incorpora-
tion d'un nucléotide marqué au 32P lors
de la synthese de la sonde. Apres hybri-
dation de cette derniére avec l'acide
nucléique de l'agent pathogene, ces
nucléotides marqués seront révélés par
autoradiographie. Bien que I'utilisation
de la radioactivité confere aux tests d'hy-
bridation une trés grande sensibilité, la
durée de vie des sondes radioactives est
courte ( demi-vie de quatorze jours pour
le 32P) et leur utilisation exige une infra-
structure complexe.

Plus récemment, des sondes dites froides
(car ne comportant pas d'éléments radio-




actifs) ont été mises au point [5]. Bien
que leur emploi entraine une moindre
sensibilité des tests d'hybridation molé-
culaire, leur intérét réside dans le fait
que leur synthese et leur utilisation ne
nécessitent pas d'infrastructures spéciales
pour la manipulation et le stockage des
produits radioactifs. Leur détection fait
appel a des systeémes enzymatiques
simples (peroxydase ou phosphatase alca-
line), qui transforment un substrat inco-
lore et soluble en un produit coloré ou
luminescent, permettant ainsi sa visuali-
sation rapide. A partir de ce principe, de
nombreuses techniques ont été élaborées,
qui sont fondées soit sur la détection
directe de I'hybride moléculaire par cou-
plage covalent de l'enzyme a la sonde,
soit sur la détection indirecte de I'hybri-
de a l'aide de systemes utilisant des
molécules intermédiaires (biotine ou
hapténes) capables de reconnaitre des
motifs fixés sur la sonde nucléique [6, 7].
Ces molécules intermédiaires sont elles-
mémes couplées, directement ou non, a
l'enzyme de visualisation choisie.

Préparation
des échantillons
a tester

L'hybridation sur membrane de nitrocel-
lulose ou de nylon, sur laquelle a été
préalablement déposé et fixé I'échantillon
A tester (dot blot), constitue une tech-
nique de diagnostic sensible, facile et
rapide. Elle présente I'avantage de pou-
voir étre réalisée a partir d'extraits de
plante relativement peu purifiés et per-
met de tester des échantillons multiples
sur un méme support (figure 3). Le pro-
tocole de préparation de I'échantillon
doit étre adapté a l'agent pathogene a
détecter. A partir d'extraits bruts ou de
broyats de plantes réalisés dans un milieu
tamponné, l'acide nucléique peut étre
rendu accessible a la sonde par différents
procédés : traitement a la chaleur, hydro-
lyse alcaline, traitement par une protéi-
nase,... Les techniques actuelles de mar-
quage non radioactif des sondes,
couplées a des systemes de révélation fai-
sant appel a la chémoluminescence, per-
mettent de rencontrer a la fois les exi-
gences de sensibilité et de spécificité, en
éliminant les problemes de coloration
non spécifique provenant des extraits
bruts de plante déposés sur la membrane

support de 'hybridation.

Outre le dot blot classique, une autre
maniere d'envisager la transposition pra-

tique des tests de diagnostic par hybrida-
tion moléculaire consiste a réaliser une
hybridation en sandwich en milieu liqui-
de. On utilise a cet effet deux sondes
marquées différemment et correspondant
a des séquences nucléotidiques voisines,
mais non chevauchantes, de l'organisme
cible [8]. La premictre sonde peut étre
marquée a la biotine, la réaction érant
alors réalisée dans les plaques de microti-
tration sensibilisée a la streptavidine (for-
mation d'un complexe biotine-streptavi-
dine). Le marquage de la deuxie¢me
sonde peut utiliser le systeme digoxigéni-
ne-anticorps antidigoxigénine (couplé a
la phosphatase alcaline), ou encore le
marquage direct a la peroxydase. Le test
sera entierement réalisé dans des plaques
de titration & 96 puits. La présence d'un
agent pathogene pourra étre détectée a
l'aide d'un photomeétre, comme dans le
cas de la lecture des plaques de microti-
tration lors des tests sérologiques Elisa.

Réaction
de polymérisation
en chaine (PCR)

La sensibilité des tests d'hybridation par
dot blot se trouve limitée par le nombre
de molécules « cibles » présentes dans
I'échantillon a caractériser. Le recours a
I'amplification moléculaire via la réac-
tion de polymérisation en chaine (PCR,
encadré 1, figure 4) (9] a permis de recu-
ler les limites de sensibilité des tech-
niques de diagnostic basées sur la détec-
tion de séquences spécifiques d'acides
nucléiques. La PCR a également grande-
ment facilité les opérations d'obtention
et de clonage des sondes, lorsque les
séquences nucléotidiques de I'agent
pathogéne en cause sont connues mais
que l'obtention de préparations purifiées
de cet agent est difficile (virus instable
et/ou sensible aux ribonucléases, myco-
plasme ou bactérie non cultivable in
vitro). Dans le cas des mycoplasmes
notamment, les techniques d'obtention
d'ADN cloné spécifique a partir des
acides nucléiques totaux extraits de pré-
parations de plantes infectées sont tres
complexes. L'analyse des séquences des
ARNs ribosomiques 16S des myco-
plasmes a permis de définir différents
couples d'amorces soit polyvalentes, soit,
au contraire, spécifiques d'un mycoplas-
me déterminé [10]. Des sondes peuvent
étre facilement développées apres clonage

des produits d'amplification PCR dans
des plasmides bactériens.

Un des problemes liés a I'utilisation de la
PCR réside dans la préparation des
échantillons d'acides nucléiques purifiés,
ce qui rend difficile son emploi courant
dans le domaine du diagnostic. Ceci est
particulierement vrai pour les virus a
génome d'ARN, pour lesquels la réaction
PCR ne peut étre réalisée qu'apres rétro-
transcription sous forme d'’ADNc (RT-
PCR) a partir des séquences virales
contenues dans une préparation puriﬁéc
des ARN totaux de plantes infectées.
Des adaptations permettent, dans cer-
tains cas, la réalisation des différentes
étapes du processus (obtention de I'ARN
viral a partir de jus brut, rétrotranscrip-
tion et amplification de I'ADNc¢) directe-
ment dans un seul et méme tube.

Une approche trés prometteuse en terme
de sensibilité repose sur I'utilisation com-
binée de I'immunocapture des particules
virales sur plaque de microtitration par
des anticorps appropriés, suivie de la
PCR. Dans le cas de la détection du
virus de la sharka du prunier, les cher-
cheurs de I'Inra de Bordeaux [11] ont
montré que I'immunocapture couplée a
la PCR était 250, 625 ou 5 000 fois plus
sensible que, respectivement, la PCR
directe, I'hybridation avec une sonde
d'’ADNc marquée au 32P ou la technique
Elisa.

Si les produits d'amplification sont
quantifiés par spectrofluorométrie appli-
quée directement sur la plaque de micro-
titration, |'immuno-PCR devient plus
sensible et aussi rapide que la technique
sérologique Elisa et peut également étre
facilement automatisée. Nolasco et al.
[12] ont montré que la détection du
virus de la Tristeza des agrumes a partir
de jus bruts de rameaux d'orangers érait
réalisable, jusqu'a une dilution de 107,
par la technique immuno-PCR couplée a
la spectrofluorométrie, et seulement jus-
qu'a une dilution de 10-3 par sérologie
Elisa utilisant le méme anticorps.

Criteres d'évaluation
des techniques
de diagnostic

L'importance des enjeux économiques
liés a la certification phytosanitaire sti-
mule puissamment la recherche de nou-
velles méthodes de diagnostic des agents
phytopathogenes avec, comme objectif,
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Encadré 1.
La méthode PCR

mier cycle ;

modele a I'ADN polymeérase.

ne de la PCR.

La méthode PCR s'appuie sur les principes suivants :

— deux oligonucléotides (ou amorces) s'hybrident respectivement aux
extrémités 5' des deux brins d'un fragment d'ADN bicaténaire. Dans le
cas du diagnostic des virus a génome d'ARN, la PCR doit étre précédée
d'une étape de rétrotranscription (RT) de ces ARNs (RT-PCR) (figure 4) ;
— I'ADN polymérase synthétise les brins complémentaires du fragment
d'ADN modele a partir des extrémités 3' des oligonucléotides servant
d'amorce. Le facteur de multiplication est de deux a l'issue de ce pre-

— les produits issus de ce premier cycle sont dénaturés par la chaleur;

— les amorces oligonucléotidiques sont a nouveau hybridées avec la
préparation originale d'ADN cible ainsi qu'avec I'"ADN produit lors du
premier cycle d'amplification, chaque brin disponible servant ensuite de

L'emploi d'une ADN polymérase thermostable (Tag ADN polymérase) a
permis de développer des cycleurs automatiques pour l'usage en routi-

I'amélioration de la sensibilité, de la spé-
cificité et de la facilité d'emploi des tests
qui constituent les criteres principaux
permettant d'évaluer 'intérét potentiel
d'une technique.

Spécificité des techniques
de diagnostic

La spécificité d'une technique de dia-
gnostic doit étre évaluée en fonction de
sa finalit¢é de mise en ceuvre. Dans un
laboratoire chargé de contréler le respect
des réglementations phytosanitaires de
quarantaine ou de certification, la dispo-
nibilité de tests de diagnostic peu spéci-
fiques (capables de détecter toutes les
souches appartenant a2 un méme agent
pathogene, voire méme de mettre en évi-
dence plusieurs agents appartenant a un
méme groupe taxonomique) peut contri-
buer 4 réduire le nombre de tests a réali-
ser et, donc, le cott de la procédure
[1, 13]. La polyvalence des techniques de
diagnostic est particulierement importan-
te pour la certification de plantes infec-
tées par des complexes parasitaires dont
I'étiologie demeure mal précisée, comme
c'est le cas pour les virus de la patate
douce [14] ou de I'igname. Cette polyva-
lence peut étre obtenue grice a des tests
sérologiques capables de reconnaitre des
épitopes communs a plusieurs agents
pathogenes. Un anticorps monoclonal
dressé contre des structures d'ARN bica-
ténaire, (correspondant a la forme répli-
cative des virus 3 ARN monocaténaire,
qui est normalement absente dans des
plantes saines), rencontre également ce
critere de polyvalence [15].
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En matiere d'hybridation moléculaire, la
recherche de séquences nucléotidiques
hautement conservées chez différents
virus permet également de rencontrer
I'exigence de polyvalence, tout en main-
tenant une sensibilité élevée grace a I'uti-
lisation de la PCR. Ainsi, parmi les virus
infectant la patate douce, plusieurs
agents appartenant aux potyvirus ont été
fréquemment décrits [16], justifiant le
développement d'une technique de
détection polyvalente des virus de ce
groupe. Dans ce contexte, nous avons
recherché des amorces polyvalentes per-
mettant |'amplification de tous les poty-
virus infectant la patate douce, avec dif-
férenciation subséquente par analyse de
la taille des fragments amplifiés et/ou de
leurs profils de restriction. Sur base de la
séquence en acides aminés de la polypro-
téine codée par plusieurs potyvirus, nous
avons sélectionné plusieurs régions pré-
sentant un haut pourcentage d'homolo-
gie [17]. Des amorces synthétiques
représentant tous les oligonucléotides
pouvant coder pour ces séquences
d’acides aminés ont été synthétisées.

L'analyse, par électrophorese en gel
d'agarose et coloration au bromure
d'éthidium, des produits d'amplification
(obtenus a partir de transcrits ADNc des
ARNs totaux de la plante soumise au
test) pour l'un de ces couples d'amorces
(figure 5) révele l'infection soit par un
seul virus, soit par un complexe
viral [18]. Cette approche polyvalente ne
requiert pas la purification préalable des
composantes du complexe viral. Elle
s'avere donc particulierement utile
quand les tests sont réalisés dans le

contexte de quarantaine ou de certifica-
tion de l'état sanitaire de plantes dont
I'étiologie des agents viraux est encore
imprécise. Par ailleurs, le clonage dans
un plasmide bactérien de fragments du
génome d'un agent pathogene, ampli-
fié par PCR a l'aide d'amorces polyva-
lentes, permet l'obtention de sondes
moléculaires pour lesquelles les tests
d'hybridation par dot blot s'averent tres
spécifiques vis-a-vis de l'agent dont les
séquences ont été amplifiées. Ces tests
sont déja utilisables dans des travaux de
taxonomie ou d'épidémiologie [18].

La relation entre la spécificité du test de
diagnostic et le pouvoir pathogene d'un
agent déterminé dépend de I'utilisation,
comme molécules cibles, de facteurs de
virulence spécifiques de la relation hote-
parasite chez le couple plante-pathogene
considéré. Une cible inappropriée
conduit en effet 2 un test sérologique
manquant de spécificité ou, au contraire,
présentant une spc’ciﬁcité trop poussée,
ce qui le rendrait incapable de recon-
naitre l'ensemble des sérotypes d'un
méme agent pathogene. Considérant que
les pectate lyases (PL) d'Erwinia caroto-
vora sont des déterminants de la virulen-
ce de cette bactérie, des anticorps mono-
clonaux dressés contre les PL ou des
sondes moléculaires correspondant a des
fragments ’ADN complémentaire des
genes PL ont été recherchés pour les uti-
liser comme technique de diagnostic spé-
cifique des souches bactériennes respon-
sables de la pourriture molle.

Si la distinction des races physiologiques
(biotypes) des agents pathogenes arrive
progressivement a la portée des tech-
niques d'analyse de génomes, il faut
cependant garder a I'esprit que la perfor-
mance technique n'est pas une fin en soi
et que le degré de spécificité requis pour
identifier I'agent d'une maladie doit étre
en relation, notamment, avec la méthode
de lutte qui sera ensuite appliquée. La
désinfection d'un sol par la chaleur peut
étre décidée apres identification sommai-
re d'un agent pathogene parce que ce
procédé de lutte est peu sélectif. Au
contraire, un niveau tres élevé de spécifi-
cité est requis quand il s'agit de gérer
rationnellement des génes de résistance
dans une culture en s'appuyant sur l'in-
ventaire des geénes de virulence de la
population des agents pathogenes, ou
quand il faut choisir, de la fagon la plus
adéquate possible, une molécule phytosa-
nitaire en détectant précocement les
souches d'un agent pathogene résistantes
a un pesticide [19].
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Figure 4. Schéma de la technique RT-PCR (RT = transcriptase inverse, PCR = réaction de poly-
meérisation en chaine de I'ADN).

Figure 4. Flow chart of RT-PCR technique (RT = reverse transcriptase, PCR = DNA polymerase
chain reaction).

Sensibilité des tests
de diagnostic

Les niveaux de sensibilité des techniques
de diagnostic doivent étre compatibles
avec |'utilisation d'échantillons de petite
taille et permettre la détection d'infec-
tions latentes, ainsi que celles d'agents
irrégulierement répartis dans I'héte ou
dont la concentration varie au cours de
la saison de culture.

Les seuils de sensibilité pour la détection
des bactéries par les principales techniques
sérologiques (Elisa et immunofluorescen-
ce) varient de 10 000 a 1 000 000 cellules
bactériennes/ml. Ces tests peuvent des
lors identifier sans ambiguité les infections
déclarées, mais non les infections latentes
(100 cellules bactériennes/lenticelle dans
le cas d'Erwinia carotovora, 1'agent de la
pourriture molle des tubercules de
pomme de terre), alors que ces dernieres
présentent le plus de danger dans le cadre
d'une procédure de certification [20]. Les
méthodes moléculaires (hybridation molé-
culaire, PCR) constituent donc, grice a
leur grande sensibilité, un progres signifi-
catif & cet égard et se prétent bien a la
détection des infections latentes chez les
plantes herbacées comme, par exemple, la
mise en évidence de Phytophtora fragariae
dans les plants de fraisiers ou d'Erwinia
chrysanthemi dans les tubercules de
pommes de terre [21].

Dans le cas des virus, les niveaux de sen-
sibilité des tests sérologiques Elisa et
d'hybridation moléculaire a l'aide de
sondes a marquage non radioactif sont
semblables. S'adressant a la totalité du
génome du parasite, les techniques d'hy-
bridation moléculaire permettent cepen-
dant de sélectionner plus facilement des
motifs utilisables pour élaborer tantot
des tests polyvalents, tantot, au contraire,
des tests tres spécifiques.

Toutefois, I'emploi des techniques de
détection tres sensibles doit étre adapté
au but poursuivi et la signification biolo-
gique de trés bas niveau d'inoculum
détecté doit étre évaluée. Il apparait tout
d'abord qu'aucun test de détection ne
peut prouver l'absence totale de conta-
mination, avec comme corollaire que la
« tolérance zéro » en terme d'importation
ne peut étre assurée que par l'embargo
total.

Un deuxi¢me élément d'appréciation
consiste a évaluer les seuils de détection
requis, en tenant compte de la quantité
d'inoculum qui assure, avec une probabi-
lité raisonnable, le développement ulté-
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Summary

Molecular techniques for the detection and identification of plant
pathogens

P. Lepoivre, ]. Kummert, D. Colinet, O. Duterme, C. Anceau

Current developments in agricultural and horticultural production sys-
tems require simple, rapid and sensitive techniques for the diagnosis of
plant pathogens.

Progress in molecular biology and medical diagnosis generated a num-
ber of biochemical techniques that have been successfully applied to
crop protection and plant pathogen detection.

Among serological methods, enzyme-linked immunosorbent assay
(Elisa) is the most commonly used technique nowadays for viral and
bacterial detection and identification. It meets the desired requirements
for generalized use and can be easily automated.

Recently, molecular hybridization techniques for testing plant patho-
gens have gained worldwide acceptance. They involve the use of label-
led complementary DNA or RNA (cDNA, cRNA) prepared from the
nucleic acid of the pathogen as a probe (fig. 1). Nucleic acid hybridiza-
tion is generally done by blotting test samples onto a nylon or nitrocel-
lulose membrane, and then incubating the membrane with the probe
(fig. 2 and 3).

One drawback in the use of probes, as commonly applied, was linked
to radioactive labelling, which causes problems for developing "user
friendly" kits. While radioactive probes are reliable and safe in well-
equipped laboratories, they are not suitable for widespread use. Non-
radioactive labelling, either direct (peroxydase) or indirect (biotin-strep-
tavidin, and digoxigenin systems), is being increasingly used.
Combined with the detection of hybrid molecules by chemolumines-
cence, they allow the use of crude sap extracts of infected plants to be
used as samples.

A further significant advance in molecular biology was the advent of
the polymerase chain reaction (PCR), which involves the enzymatic
amplification of a specific target DNA sequence (fig. 4). Once the DNA
is amplified, it can be detected by electrophoresis or nucleic acid hybri-
dization. The potential increase in sensitivity provided by the PCR tech-
nique has resulted in considerable interest, either for direct detection of
organisms or for the development of probes from cloned PCR products.
For practical use, any method of diagnosis should be evaluated in
terms of sensitivity, specificity, reliability and cost, according to the
problem encountered. Whereas technical performance in terms of sen-
sitivity or specificity is not a goal in itself, sensitivity is becoming a
priority in certification procedures which require the detection of low
levels of pathogens in asymptomatic tissues.

On the other hand, less sensitive, but more specific tests, are generally
required for classification and taxonomical studies, managing genetic
resources, or detecting strains of pathogens resistant to pesticides.

The PCR procedure using a battery of group-specific primers allows all
members of a viral group to be detected by a relatively rapid and
simple, yet sensitive, assay. This polyvalent approach does not require
any preliminary work of separating or purifying the components of
viral complexes, and is therefore particularly useful for quarantine or
certification purposes where the primary objective is to identify patho-
gen-infected samples, whatever the identity of the pathogen involved.
In later stages, the amplified fragments obtained could be cloned into a
vector and sequenced by routine procedures for subsequent classifica-
tion and taxonomical studies, or to develop virus-specific nucleic acid
hybridization tests.
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rieur de la maladie au champ dans un
contexte épidémiologique déterminé.
Enfin, la précision du contréle phytosa-
nitaire, mis en ceuvre selon des modalités
d'échantillonnage statistique, doit
répondre aux exigences des échanges
internationaux. Les protocoles d'échan-
tillonnage des végétaux (semences,
plantes) cherchent essentiellement a ren-
contrer le risque de premiere espece
(accepter un lot alors qu'il est contami-
né). Quand son application est possible,
I'analyse de groupe permet d'augmenter
la précision du test en cherchant a satis-
faire également le risque de deuxieme
espece (refuser un lot alors qu'il satisfait
aux normes phytosanitaires) [22].

Facilité d'emploi
et cout d'utilisation
des tests de diagnostic

Par sa simplicité, sa rapidité, sa capacité
a pouvoir étre automatisée, a traiter de
grandes séries d'échantillons et, donc, a
faire partie des trousses de diagnostic, la
technique Elisa a apporté une précision
et un confort incontestables dans le dia-
gnostic de routine des agents phytopa-
thogenes. A l'opposé, dans le cas des
virus 2 génome d'ARN, la PCR doit étre
précédée d'une étape de rétrotranscrip-
tion des ARNs, ce qui exclut actuelle-
ment son utilisation a partir de jus bruts
de plantes et postule I'obligation d'utili-
ser des préparations d'’ARNs totaux, ou
d'acides nucléiques totaux, obtenues a
partir des plantes testées, apres traite-
ment a la DNase. Ces étapes de purifica-
tion, préalables a la rétrotranscription,
sont incompatibles avec I'utilisation de la
PCR pour des tests de diagnostic des
virus 2 ARNs portant sur un nombre
élevé d'échantillons. L'immunocapture
des particules virales avant I'étape de
rétrotranscription, lorsqu'un anticorps
est disponible, apporte une solution élé-
gante a ce probleme.

Les contraintes d’organisation consti-
tuent un critere d'appréciation supplé-
mentaire dans le choix des méthodes de
diagnostic a mettre en ceuvre. A cet
égard, les techniques de diagnostic sur
membrane (dot blot) permettent une
grande souplesse ; les échantillons végé-
taux peuvent étre déposés sur la mem-
brane par les producteurs et envoyés
dans un laboratoire centralisé disposant
de l'infrastructure nécessaire aux étapes
de l'identification et de la révélation a
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Figure 5. Carte génétique des potyvirus montrant les positions relatives des amorces polyva-
lentes dégénérées Pot 1 et Pot 2 construites sur la base de deux régions conservées sélection-
nées dont la séquence en acides aminés est présentée.

Figure 5. Genetic map of potyviruses showing the relative location of polyvalent degenerated pri-
mers Pot 1 and Pot 2 based on 2 selected conserved regions, of which the amino sequence are pre-

sented.

l'aide de sondes ou d'anticorps spéci-
fiques.

Les aspects économiques relatifs aux
colts des analyses de diagnostic doivent
également étre pris en compte. L'objectif
peut étre de certifier des plantes de haute
valeur unitaire telles que des pieds-meres
de plantes fruitieres ou ornementales.
Mais le diagnostic doit parfois étre mis
en ceuvre pour des cultures industrielles
a faible valeur unitaire, de sorte que son
colt devra étre approprié aux différents
cas rencontrés.

Conclusion

L'utilisation des tests d'hybridation
moléculaire d'acides nucléiques pour le
diagnostic en routine des agents phyto-
pathogenes a été freinée jusqu'a une
période récente car ils utilisaient des
sondes radioactives. La technique PCR
et l'utilisation de sondes froides ont
considérablement accru les possibilités de

détection et de clonage des acides
nucléiques, ce qui a bouleversé 1'évolu-
tion des techniques pour le diagnostic
des agents phytopathogenes.

L'évolution des tests de diagnostic de
routine résultera avant tout de détermi-
nants économiques, intégrant non seule-
ment le colit des trousses de diagnostic
qui seront commercialisées et la valeur
ajoutée des produits végétaux pour les-
quels ces trousses seront utilisées, mais
aussi le cott de la phase de recherche-
développement.

Le recours a l'amplification moléculaire
ne satisfait pas aux exigences de simplici-
té des techniques de diagnostic de routi-
ne, mais il constitue une méthode per-
formante d'obtention de sondes
moléculaires contribuant a réduire le
cotit de la recherche-développement. Les
retombées de la recherche en biologie
moléculaire concernant le séquencage des
acides nucléiques d’un pathogene confe-
rent également une performance nouvel-
le aux travaux de taxonomie moléculaire,
tandis que le clonage du génome d’un
pathogeéne et sa mutagenese ouvrent de
nouvelles perspectives de compréhension

des interactions hote/parasite et d'identi-
fication des facteurs de virulence.

Le secteur de l'identification des agents
phytopathogenes ne représente cepen-
dant que 10 % des débouchés globaux
des techniques de diagnostic, lesquelles
sont avant tout commercialisées pour la
détection des maladies humaines et ani-
males, pour le controle de la qualité des
aliments et pour la détection des résidus
chimiques ou des contaminants micro-
biologiques (dans les eaux et le sol). Ceci
explique que I'évolution des techniques
de détection en phytopathologie sera
fonction de leur devenir dans les autres
secteurs.

Le marché des trousses de diagnostic des
agents phytopathogenes devrait concer-
ner en priorité les productions a haute
valeur ajoutée (plantes ornementales et
fruitieres a multiplication végétative,
semences de bases, cultures alimentaires
présentant un intérét commercial impor-
tant comme la pomme de terre, le bana-
nier), ainsi que les especes utilisées pour
les terrains de loisirs, les pelouses de golf,
les espaces sportifs, etc. Les trousses
concernées devront satisfaire aux exi-
gences de sensibilité, de spécificité et de
rapidité requises par les marchés interna-
tionaux des produits végétaux. Le choix
des techniques prendra en compte la glo-
balité des problemes a résoudre ainsi que
les modalités de lutte qui pourraient étre
mises en ceuvre.

Sans exclure les techniques classiques de
diagnostic, qui resteront sans doute d'ap-
plication générale pour le contréle du
matériel végétal de consommation, les
nouvelles techniques présentées seront
exploitées essentiellement au niveau de la
production du matériel de multiplication
(semences et plants). Les cultures qui
échappent aux filieres structurées de pro-
duction et de commercialisation (cul-
tures vivrieres locales) risquent donc de
ne pouvoir bénéficier des progres appor-
tés par des techniques de détection des
agents pathogenes basées sur I'hybrida-
tion moléculaire.

Il est vraisemblable que ces techniques
moléculaires déborderont du champ tra-
ditionnel de la détection des agents
pathogenes (essentiellement la certifica-
tion) pour concerner les études épidé-
miologiques, la gestion des facteurs de
résistance génétique et la lutte chimique
contre les agents phytopathogenes

[20] m
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Résumeé

L'évolution contemporaine des sys-
temes de production agricoles et horti-
coles nécessite la mise en ceuvre de
techniques de diagnostic des agents
phytopathogenes qui soient simples,
rapides et sensibles. La technique séro-
logique Elisa répond a ces gifférents
criteres et peut étre facilement automa-
tisée : elle a apporté une précision et
un confort significatifs dans le diagnos-
tic de routine des agents phytopatho-
geénes. La technologie des acides
nucléiques (plus particulierement I'uti-
lisation des sondes froides et la réac-
tion de polymérisation en chaine) offre
de nouvelles perspectives de développe-
ment des tests de diagnostic de routine
des virus, viroides, mycoplasmes, bac-
téries, champignons et nématodes phy-
topathogenes.
Le potentiel d'application des tests de
diagnostic doit étre évalué en termes
de sensibilité, de spécificité et de cofit,
en relation avec les données de chaque
robleme 2 résoudre. La simplicité et
f; rapidité d'emploi constituent égale-
ment des criteres appréciables dans le
choix des méthodes a mettre en ceuvre.
Les limites et les potentialités des tests
de diagnostic des agents phytopatho-
genes Easés sur les techniques immu-
nologiques ou la détection de
séquences d'acide nucléique doivent
déterminer le choix de I'une ou l'autre
méthode pour chaque cas rencontré.






