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Introduction



La partie introductive de cette thése vise a faire U"état de lart quant aux
connaissances des mécanismes de colonisation d’une plante par une bactérie

phytopathogene.

Le premier chapitre a pour objectif de présenter les différentes étapes et facteurs
clés de la colonisation d’une plante hote par des bactéries phytopathogenes. Dans le cas
des bactéries transmises par les semences, la colonisation de U’hote débute par
I’exploitation de U'environnement de la semence en germination avant de coloniser la
plantule et les organes aériens de la plante. La transmission de la bactérie aux semences

est I’étape finale du cycle qui assure la dispersion et la pérennité de [’agent pathogene.

Le deuxiéme chapitre introductif présente des déterminants moléculaires des
bactéries phytopathogenes impliqués dans les mécanismes biologiques, physiques et
épidémiques lors de la colonisation d’une plante hote. L’augmentation exponentielle du
nombre de données de séquences génomiques et leur analyse a permis l'identification de
nombreux genes et diverses fonctions qui leurs sont associées lors de Uinteraction entre
une plante et un agent pathogene.

Le troisieme chapitre concerne la présentation de notre modele d’étude X. fuscans
subsp. fuscans / Phaseolus vulgaris. X. fuscans subsp. fuscans (Schaad et al., 2005)
(anciennement appelé X. axonopodis pv. phaseoli variant fuscans (Vauterin et al., 1995;
Vauterin et al., 2000) est responsable comme X. axonopodis pv. phaseoli (Vauterin et al.,

1995; Vauterin et al., 2000) de la graisse commune du haricot.



Figure 1 : Représentation schématique de I’anatomie comparée d’une fleur, d’un fruit
et de graines. Coupes longitudinales d’une fleur de dicotylédones (A), d’un fruit (B),
d’une graine de monocotylédones (blé) (C) et de dicotylédones (haricot) (D). AN, anthere ;
PO, pollen ; PE, pétale ; SP, sépale ; ST, stigma ; SY, style ; PT, tube pollinique ; OW(PE),
paroi de 'ovaire (péricarpe) ; (OV)SE, ovule (graine) ; N, nucelle ; IN(SC), tégument de la
graine ; EC(EM), cellule ceuf (embryon de la plante); MI, micropyle; VT, vaisseau
vasculaire ; FU(FS), funicule (cicatrice du funicule : hile) ; AL, couche a aleurone ; EN,
endosperme ; ST, scutellum ; CO, coléoptile ; SH, tige ; RA, radicule ; CT, cotylédon ; HI,
hile ; HY, hypocotyle ; PL, plumule ou tige ; EP, épicotyle ; SM, méristéeme de la tige.

Figure 2 : Représentation schématique de la spermosphére (d’aprés Nelson, 2004). La
spermosphére correspond a la zone de forte activité microbienne autour d’une graine en

germination.



Chapitre 1

Etapes et éléments clés de la colonisation d’une

plante par une bactérie phytopathogéne

1. Colonisation de la spermosphére

1.1 Colonisation des semences et écologie de la spermospheére

En agriculture, les semences sont des graines, ou par extension d'autres organes de
reproduction (bulbes, tubercules...), choisies pour étre semées (Maude, 1996). La graine
est un organe, le plus souvent de résistance, qui assure la reproduction des végétaux
supérieurs. Elle provient exclusivement de [’évolution de ’ovule apres fécondation (Come
et al., 1982) (figure 1).

Les semences représentent un habitat de survie et une importante réserve nutritive
pour les bactéries phytopathogenes (Gambodgi, 1983; Gitaitis et Walcott, 2007). Elles
peuvent héberger des communautés bactériennes trés diverses aussi bien a leur surface
que dans leurs espaces internes (Kremer, 1987; Randhawa et al., 1987; Cottyn et al.,
2001). Le génotype de la plante joue un réle important dans la composition de cette flore
bactérienne indigene présente au niveau de la semence en germination et dans son
environnement proche (Simon et al., 2001). Parmi les bactéries pouvant coloniser les
semences d’orge on retrouve des especes du genre Acinetobacter, Bacillus, Burkholderia,
Pantoea et Pseudomonas (Normander et Prosser, 2000), alors que les semences de coton
peuvent étre colonisées par des bactéries du genre Xanthomonas, Enterobacter,
Microbacterium,  Paracoccus, Curtobacterium,  Micrococcus, Agrobacterium et
Paenibacillus (McKellar et Nelson, 2003).

Cette zone de forte activité microbienne qui se situe autour d'une graine en
germination a été définie comme la spermosphere (figure 2) (Verona, 1958). La
spermosphere est reconnue aujourdhui comme un site dynamique d’interactions
microbiennes, largement gouverné par la nature et le flux de nutriments libérés lors de la
germination de la graine. La germination de la semence entraine une prolifération de ses
microorganismes grace au relargage de nutriments dans la spermosphere (Nelson, 2004).
Les graines sont colonisées par les bactéries indigenes dans les heures qui suivent le semis
(Simon et al., 2001). Les tailles de leurs populations peuvent atteindre 10° & 10 bactéries

par semences dans les 12h apres le semis (McKellar et Nelson, 2003).
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Figure 3 : Représentation schématique d’une coupe transversale de la structure des
téguments d’une graine de légumineuse : Melilotus alba (A) et d’une coupe
transversale du hile d’une graine de Lupinus arboreus (B) (d’aprés Come et al., 1982).
(A) Une assise épidermique externe est formée de cellules trés allongées, appelées
cellules de Malpighi. Ces cellules sont recouvertes d’une couche sous-cuticulaire amorphe,
surmontée par une cuticule. Des cellules en forme de colonnes ou de piliers constituent
’assise sous-épidermique. La zone interne, d’épaisseur variable, reste parenchymateuse.
a: cuticule, b : couche sous-cuticulaire, c: sommet des cellules de Malpighi, d: ligne
lumineuse, e : lumiere des cellules de Malpighi, f : espace intercellulaire, g : cellules en
piliers, h : assise interne parenchymateuse, i: espace entre le tégument et l’albumen, j :
couche d’albumen a aleurones, k: couches internes d’albumen. (B) On retrouve les
mémes formations que la figure 3A, recouvertes par des tissus dérivés du funicule. H:
ouverture du hile ; F : tissus dérivés du funicule ; T : tégument de la graine ; a : cellules
parenchymateuses ; b : cellules en palissade; c: cuticule; d: ligne lumineuse; e:

cellules de Malpighi ; f : cellules internes étoilées ; g : tissus conducteurs.



1.1.1 Topographie et colonisation des semences

Les agents pathogénes peuvent étre présents a la surface des semences. Le
tégument de certaines semences de céréales, de pois, de cruciféres, présente un aspect
lisse et intact a U'ceil nu, mais la microscopie électronique montre que ce tissu est fissuré
formant de nombreux microhabitats protecteurs pour ces agents pathogenes. D’autres
semences ont un aspect nettement plus rugueux et sculpté comme les semences de céleri,
de carotte ou de laitue largement favorable a ’adhésion des bactéries (Maude, 1996). Le
tégument est une structure assez fine qui protege les tissus internes et, par la méme
occasion, les agents pathogenes. Les bactéries se retrouvent généralement dans les tissus
du tégument de la graine, au niveau des espaces intercellulaires du parenchyme (figure 3).
Il est rare que les microorganismes pénétrent plus profondément au sein des tissus de la
graine sauf lors d’infection séveére ou l’agent pathogene peut alors atteindre les tissus de
’embryon (Maude, 1996).

En pratique, la survie et la multiplication de |’agent pathogene sont intimement
liées a la survie de la semence hdte et de son environnement proche, la spermospheére. Les
conditions de conservation des semences affectent la survie des agents pathogenes selon la
nature de ces microorganismes et leur localisation sur ou dans les tissus de la graine
(Maude, 1996).

1.1.2 Modification de la spermosphére pendant la germination de la graine

Il est important d’identifier les nombreux facteurs qui caractérisent la
spermosphere afin de mieux comprendre les interactions entre plantes et microorganismes
autour d’une graine en germination. Ces facteurs peuvent étre des propriétés génétiques
de la graine mais aussi de trés nombreux autres facteurs allant de la température a
lhumidité du sol mais aussi de ’environnement biotique spécifique qui entoure la graine.
Finalement tous ces facteurs influencent la germination de la graine, en commencant par
’imbibition passive de la graine par l’eau et en finissant par l’excroissance de la radicule
et du tégument de la graine. Quand une graine est semée dans le sol, son taux de
germination est déterminé par ses capacités a capter ’eau (Bewley, 1997). De telles
caractéristiques d’hydratation affectent directement le relargage de sources carbonées lors
de la germination de la graine. Cette source d’énergie représente la force motrice
essentielle a Uinteraction au sein de la spermosphére entre plante et microorganismes
mais aussi a linteraction des microorganismes entre eux. Les différents modes de
germination, hypogée ou épigée, influencent aussi le relargage et le dépot des sources
carbonées au niveau de la spermosphére et donc du développement des microorganismes.

Lors de la germination épigée (cas du haricot), les cotylédons et le tégument de la graine
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sont expulsés hors du sol modifiant de facon notable l’environnement de la graine qui
devient inaccessible aux microorganismes du sol, contrairement au cas de la germination
hypogée (cas du mais), ou la graine reste dans le sol accessible a de nombreux
microorganismes. Nous allons maintenant présenter quelques un des criteres physiques et
biochimiques les plus importants qui préceédent U"émergence de la radicule et le
développement de la plantule qui établiront la nature et les propriétés de la spermosphere
(Nelson, 2004).

1.1.3 Imbibition de la graine et le relargage de nutriments

Trois phases distinctes composent la germination des graines et influent sur le
relargage des nutriments, source d’énergie pour les microorganismes. La premiére phase
correspond a ’hydratation de la graine, aussi connue sous le nom d’imbibition (figure 4).
C’est un processus strictement physique qui permet a la graine de capter l'eau
environnante (Bewley, 1997). L’imbibition est dépendante de facteurs extrinseques comme
la surface et le temps de contact entre la graine et l’eau. La quantité d’eau absorbée par
la graine peut atteindre jusqu’a 150% de la masse de la graine. Généralement les graines
contenant de fortes concentrations de protéines (comme les graines de légumineuses)
peuvent absorber U’eau plus rapidement et gonfler plus que les graines disposant d’une
plus grande teneur en amidon et en lipides. Ce gonflement résulte de l'afflux rapide d'eau
qui entraine des pressions hydrostatiques internes trés importantes excédant souvent
plusieurs MPa. Cela ne méne pas seulement a la rupture du tégument de la graine, mais
aussi au relargage de substances internes de la graine, constituant les exsudats (Powell et
Matthews, 1978; Powell et Matthews, 1981). La production la plus importante d’exsudats
intervient dans les minutes et les heures qui suivent limbibition (Simon et al., 1973; Simon
et Mathavan, 1986), suivi par une augmentation secondaire autour de 6 h (Simon et Raja
Harun, 1972). L’imbibition et la production d’exsudats cessent entre 8 et 12 h apres le
début de limbibition (Powell et Matthews, 1981; Bewley, 1997). Pour les graines de la
plupart d’especes de plantes, la majeure partie des exsudats est produite dans les 12
premieres heures qui suivent le semis. Ensuite, les graines entrent dans la deuxieme phase
de germination pendant laquelle des événements métaboliques majeurs ont lieu qui
préparent la graine pour l'expansion et l'apparition de la radicule (figure 4) (Bewley, 1997).
Pendant cette période, de nouvelles mitochondries, des ARNm ainsi que des protéines sont
synthétisés afin de soutenir le métabolisme lors de l'expansion de la radicule. Cette
expansion et protrusion de la radicule a travers le tégument de la graine marquent la fin
de la germination au sens propre et le debut du développement de la plantule, phase 3
(figure 4). Cette troisieme phase est également accompagnée par un autre relargage de

métabolites et de molécules de bas poids moléculaire. Ces nutriments proviennent
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Tableau 1 : Différents composés identifiés dans les exsudats de semences de

nombreuses espéces végétales (d’aprés Nelson, 2004).

Composés

Sucres

Arabinose, cellobiose, deoxyribose, fructose, galactose, glucose,
glycerol, lactose, maltose, mannitol, mannose, raffinose,
rhamnose, ribose, sorbose, stachyose, sucrose, trehalose, xylose

Acides aminés

a-alanine, B-alanine, ez-aminoadipic acid, e-y -glutamylalanine,
«-aminobutyric acid, y -aminobutyric acid, asparagine, arginine,
aspartic acid, citrulline, cysteic acid, cystathionin, cysteine,
cystine, a,e-diaminopimelic acid, dihydroxyphenylalanine,
glutamine, glutamic acid, e-y -glutamylalanine, glycine,
histidine, homocysteic acid, homocystine, isoasparagine,
isoleucine, isoxazolin-5 -one, leucine, lysine, methionine,
ornithine, phenylalanine, pipecolic acid, proline,
B-pyrazolylalanine, serine, threonine, tryptophan,
tyrosine, uracil-alanines, valine

Acides organiques aliphatiques

Acetic acid, aconitic acid, aminocyclopropane-1-carboxylic acid,
citric acid, fumaric acid, glycolic acid, a-ketoglutaric acid,
lactic acid, malic acid, malonic acid, oxalic acid, succinic acid,
tartaric acid

Acides organiques aromatiques

Caffeic acid, chlorogenic acid, trans-cinnamic acid, p-coumeric
acid, 3,4-dihydroxybenzaldehyde, ferulic acid, gentisic acid,
p-hydroxybenzoic acid, protocatechuic acid, salicylic acid,
syringic acid, vanillic acid

Acides gras et antres lipides

Azaleic acid, linoleic acid, myristic acid, oleic acid, palmitic acid,
4-(2,2 4-trimethylpentyl)-phenol, 5-(12-heptadecenyl)-resorcinol

Flavonoides et antres composés phénoliques

Apigenin, catechin, chrysoeriol, cyanidin, daidzein, delphinidin,
dihydroxyflavonols, 4',7-dihydroxy flavone, flavonols,
flavones, genistein, kacmpferol, luteolin, luteolin-7-O-glucoside,
malvidin, myricetin, naringenin, petunidin, phenolic acids,
proanthocyanidins, quercetin aglycone, quercetin-3-O-galactoside,
7-O-a-L-thamnopyranosyl-4'-O-rutinosylapigenin, stachydrine,
trigonelline, condensed tannins

Yolatiles

Acetone, acetaldehyde, ethane, ethanol, ethylene, formaldehyde,
formic acid, hydrogen cyanide, methane, methanol,
propionaldehyde, propylenc,

Autres composés divers

Canavanine, various enzymes, lepidimoic acid, lepidimoide,
nucleoside diphosphate kinase, unknown proteins, vicilin




essentiellement des réserves de la graine nécessaires a sa germination et son
développement en [’absence de photosynthese (Nelson, 2004).

Le processus dimbibition est donc largement responsable de la diffusion des
molécules situées en réserve dans la graine qui sont alors relarguées dans la spermosphéere
grace aux pressions hydrostatiques. De nombreuses molécules ont été identifiées et parfois
quantifiées au sein de ces exsudats. Ils sont largement composés de sucres, d’acides
aminés, d’acides organiques, de composés phénoliques et volatiles (tableau 1) (Nelson,
2004).

1.1.4 Ro6le du chimiotactisme dans la spermosphére

La spermosphére apparait comme un habitat riche en source d’énergie mais
également extrémement compétitif. L’acquisition rapide des substrats est essentielle a
'établissement et a lactivité de chacun des microorganismes. Le chimiotactisme est un
trait microbien important afin d’optimiser [’accession aux ressources d’autant plus dans le
cas des bactéries qui ne se déplacent pas plus vite que 2 centimetres en 24 h (Begonia et
Kremer, 1999).

Des études portant sur des espéces de Bacillus et de Pseudomonas ont permis
d’identifier des molécules particulierement attractives provenant des exsudats de la
graine. La souche B153-2-2 de Bacillus megaterium est attirée par les exsudats des
semences de soja qui sont essentiellement composés d’alanine, d’asparagine, de
glutamine, de malate, de sérine et de thréonine (Zheng et Sinclair, 1996). En revanche B.
megaterium n’est pas attiré par la présence de sucres (Barbour et al., 1991). Des études
plus anciennes sur Pseudomonas fluorescens et P. putida soutiennent les résultats obtenus
avec B. megaterium : ces deux especes ont montré une réponse positive aux exsudats des
graines de soja (Scher et al., 1985) et de tomate (Gamliel et Katan, 1992), en raison de la
présence d’acides aminés et non des sucres. Le chimiotactisme dépend de la composition
des exsudats des graines et permet aux bactéries d’exploiter les ressources disponibles et

de coloniser ces graines en germination (Zheng et Sinclair, 2000).

1.2 Colonisation de la plantule

Apres une survie plus ou moins longue au niveau des semences dormantes, la
germination entraine une multiplication des agents pathogenes. Certains microorganismes
ne seront pas capables de contaminer la plante en germination. Ils resteront alors en
contact avec le tégument de la graine et disparaitront rapidement (Maude, 1996). Les
bactéries rhizosphériques se maintiennent préférentiellement au niveau des racines sans

se déplacer vers les organes aériens de la plante lorsqu’ils se forment (Hirano et Upper,
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Tableau 2 : Composition des communautés bactériennes

identifiées dans

la

phyllosphére du seigle (Lolium perenne) et de ’olivier (Olea europea) (d’aprés Hirano

et Upper, 2000).

Plantes et membres de communautés Abomssnce
bactériennes hébergées (%)

Seigle
Pseudomonas fIUOresScens ... 20.12
Xanthomonas CGMPESITS ... issseiesisia 19.64
“Coryneform bacteria” ... 8.37
Yellow ChrOmMOZENS.. .ot eses s 4.83
FLexiBacter SPP...c ittt st sssssssans 4.66
LISIERIQ SPP. ottt ittt ssss e s sttt st b i s 4.02
Pink ChromMOZENS ..ot sss i s 3.86
Staphylococcus SAPrOPRYICUS ..ot sascessissians 1.77
Other gram-negative rods ... 1.61
Klebsiella SPP..c.o ittt ss s s s s s 0.96
ACINEIOBACIEr SPP. ovvitiieeiiiaitiisitsisi ettt st ssass i sans 0.96
Erwinia RErDICOIG ......covoociviiieiiiiiiiiieiiiestiiissiassssssisissssssas 0.80
Pseudomonas SPP... it s 0.64
SIGPHYIOCOCCUS SPP. coriiiiiiiiisini ittt ss st st ssass s s 0.64
Bacilllus SPP. ittt sis stttk sasr s 0.32
MiCrocoCeus IUIEUS ...ttt sinisas 0.32
Orange ChroMOEENS.....cuiumiiisiissmissssiissississssssssssssssssons 0.32
Unidentified SOIAtEs ... 26.57

Olivier
Pseudomonas SYrinGaE .......cciveiesiiisatsssisisssssssssisases s 51.0
Xanthomonas CAGMPESITS ... issseieeisia 6.7
Erwinia herbicola
Acetobacter acett .
Gluconobacter XYAAnS ... siesias 43
Pseudomonas fIUOreSCEns .......oovuiviiiniiiiisisscisississssssans 39
Bacillus megalerium ... ssssisssissans 38

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicuni ..., 3.1

Lactobacillus plantarirm ...........cvnieniisiisscissssss 2.8
Curtobacterium planiQrum ... 22
MiCroCoCeus IUEUS ......cccicciiciciiciciiiscciiesiis st 22
Arthrobacter gloBiformis ... 1.4

Kiebsiella plantiCol@ ... 1.2
Streplococcus fACCIUM ...ttt siss s 1.2
ClavIDACIEr SP. oottt sttt it st esasn s 0.98
MICrOCOCCUS SP. ittt ettt sttt st b sass st b 0.82
SEITRNA PATCEIOOVIS uurassansnssassssansmssunsmsassassassassasassnssassaasasansassass 0.81

Bacillus SUBIIS ..ottt st sassssss s 0.57
Cellulomonas flavigend ...........ciciiicsciiissiisscciissciissisisns 0.4
ErWIRIQ SP. ittt s st sttt s i i sisi i 0.37
Zymnomonas MODIlS ......ccvuiiciiiiiiiiiisse i s 0.3

Bacilltus SP...ociiiiiiiiiciiiis st s 0.29
Alcaligenes fACCQIES ...ttt st sssisssns 0.27
ENUINIE COVOUIIONA c.vusansnssunsansnssussmsassassassmssasnssnasassassasanasasass 0.08

Pseudomonas Qeruginosd ... 0.04




2000). Les P. syringae sont capables de se développer rapidement sur la plantule et
coloniser ensuite les feuilles en formation (Hirano et al., 1997). De tels agents pathogenes
transmis par les semences peuvent se développer en association avec la plante, aussi bien
au niveau du sol qu’au niveau des parties aériennes. Chez le haricot, le taux de
transmission de P. savastanoi pv. phaseolicola des graines aux plantules est inférieur pour
des graines présentant des symptomes (tres contaminées) par rapport a des graines
contaminées mais sans symptéme (Taylor et al., 1979). En effet, une charge bactérienne
trés importante entraine l’avortement des plantules. Cependant une charge minimale est
également nécessaire a la colonisation des plantules. Il a été montré qu’au moins 10% UFC
de X. fuscans subsp. fuscans par semence sont nécessaires pour que cette bactérie colonise
les plantules de haricot (Darrasse et al., 2007).

Lors de la germination de la semence contaminée, les bactéries colonisent
Uhypocotyle de maniere superficielle et pénetrent éventuellement dans le systeme
vasculaire ou les parenchymes a partir des cotylédons (Maude, 1996). Ces voies sont

générales aux pathogenes bactériens aériens qu’ils soient nécrotrophes ou vasculaires.

2. Colonisation de la phyllosphére

2.1 Ecologie de la phyllosphére et pressions de sélection exercées
sur les bactéries épiphytes

Les bactéries sont naturellement trés abondantes (10°-107 cellules/cm?) dans la
phyllosphere. Certaines communautés bactériennes de la phyllosphére comprennent plus
de 80 especes bactériennes, pathogeénes ou non (tableau 2) (Jacques et Morris, 1995;
Beattie et Lindow, 1999). On désigne sous le terme phyllosphere la feuille mais aussi
I’ensemble de U’environnement qui lui est soumis (Beattie et Lindow, 1995). Le terme
« épiphytes » (ou phyllobactéries) désigne les bactéries capables de survivre et de se
multiplier dans la phyllosphere et plus particulierement sur la surface foliaire ou
phylloplan (Hirano et Upper, 2000). Cependant, l’altération importante, rapide et répétée
des conditions environnementales a la surface de la feuille en fait un habitat
particulierement hostile et sélectif pour les populations bactériennes (Hirano et Upper,
2000; Yang et al., 2001).

2.1.1 Topographie de la surface foliaire

Les caractéristiques topographiques de la surface foliaire en font un environnement
tres irrégulier a Uéchelle d’une bactérie. Le contact feuille/bactérie se fait par

Uintermédiaire de la cuticule (composée de cutine et de cires) limitant la diffusion des
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Parenchymme spongieux
Epiderme inférieur

Figure 5 : Anatomie d’une feuille et observations microscopiques des surfaces foliaires
de pois et de mais (d’aprés Hirano et Upper, 2000). Représentation schématique d’une
feuille, les bactéries colonisent U'épiderme puis les espaces inter-cellulaires (A).
Photographie de la topographie de la surface foliaire de Pisum sativum observée au
microscope électronique a balayage (B). Photographie de la topographie de la surface

foliaire de Zea mays observée au microscope électronique a balayage (C).

Figure 6 : Photographie de trichomes a la surface foliaire de tomate observée au
microscope électronique a balayage (d’aprés Ojanen-Reuhs et al., 1997). Colonisation
d’une feuille de tomate par X. axonopodis pv. vesicatoria. La fleche indique la localisation

préférentielle des massifs bactériens au niveau des trichomes.



nutriments et de U'eau vers la surface foliaire. La cuticule présente de nombreuses
dépressions tout au long du limbe (figure 5). Sa structure, sa composition et sa densité
variant énormément (selon l'age de la feuille entre autre), elles agissent sur
[’établissement et le maintien des populations bactériennes sur le phylloplan (Lindow et
Brandl, 2003). La topographie est de plus marquée par la présence de trichomes, stomates
ou glandes formant des microniches (figure 6) (Hirano et Upper, 2000; Jacques et al.,
2005).

Les bactéries ne peuvent pas pénétrer directement dans les espaces intercellulaires
et les tissus internes de la plante, elles doivent passer a travers les blessures ou les
ouvertures naturelles de la plante. L’entrée au sein de I’h6te est un point critique pour la
réussite d’une infection (Underwood et al., 2007). Les stomates sont des pores
microscopiques situés au niveau de U'épiderme des parties aériennes des plantes
terrestres. Ils sont tres nombreux et représentent la voie principale d’entrée des bactéries
phytopathogenes. D’autres ouvertures naturelles peuvent jouer un role comme les
hydathodes au niveau des marges des feuilles, les nectaires au niveau des fleurs, les
lenticelles au niveau des tiges et des fruits (Huang, 1986). La contamination des plantes a
travers ces ouvertures naturelles a souvent été associée a un mécanisme passif, mais des
études récentes tendent a démontrer que Uentrée des bactéries dans les tissus de la

plante est un processus complexe et dynamique (Melotto et al., 2006).

2.1.2 Facteurs physiques et environnementaux

Les bactéries phytopathogenes présentes a la surface des feuilles sont exposées a
des conditions extrémes comme la dessiccation, les hautes températures et les
rayonnements ultraviolets (UV) du soleil (Lindow et Brandl, 2003). Concernant les
rayonnements solaires, ce sont surtout les courtes longueurs d’ondes, les UVB (290-300
nm), qui provoquent le plus de dommages au niveau de ’ADN et d’autres constituants de
la cellule bactérienne (Sundin et Jacobs, 1999; Jacobs et Sundin, 2001; Jacobs et al.,
2005; Gunasekera et Paul, 2007). Certaines bactéries peuvent échapper a ’exposition
directe de ces rayonnements UV, mais beaucoup d’autres y sont exposées partiellement ou
en totalité au cours de leur cycle de vie. Les bactéries épiphytes font partie de celles-ci et
nécessitent une adaptation intense a ces contraintes afin de survivre dans cet
environnement hostile (Hirano et Upper, 2000). Ces adapations peuvent étre des stratégies
d’évitement ou de tolérance développées par les bactéries en réponse aux stress. Ces
stratégies vont étre développées plus loin dans ce chapitre.

D’autres facteurs physiques et environnementaux comme [’humidité relative
subissent des variations importantes au cours du temps (a l’échelle de la minute) (figure 7)
(Hirano et Upper, 2000; Montesinos et al., 2002; Lindow et Brandl, 2003). La couche
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Figure 7 : Dynamiques de la température (C°), de I’humidité relative (%) et de
’humidité de surface (mV) au niveau de la surface foliaire du Poirier au cours de la
journée (d’aprés Montesinos et al., 2002). L’activité microbienne est fonction d’une
température supérieure a 15°C et d’une humidité de surface supérieure a 50 mV, et est

représentée par une bande horizontale blanche située en bas de la figure.
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Figure 8: Quantité de sucres et d’acide malique (ng/cm?) collectée a la surface
inférieure des feuilles de Nicotiana plumbaginifolia en fonction de I’age et de la
position des feuilles (d’aprés Derridj, 1996). Les feuilles sont divisées en trois groupes de

trois feuilles (F1, F2, F3), F1 étant les feuilles les plus agées.



laminaire entourant les feuilles est caractérisée par une humidité relative largement
supérieure a celle de l'atmosphére, cette couche piégeant U’humidité émise par les
stomates et diminuant le stress hydrique auquel les bactéries sont exposées (Beattie et
Lindow, 1999; Lindow et Brandl, 2003). Elle peut cependant étre altérée par les vents,
exposant les bactéries épiphytes a U’humidité relative extréme de ’atmosphere. La
quantité d’eau libre présente alors d’importantes variations sur de courtes périodes. Les
bactéries épiphytes doivent donc étre capables de gérer ces phases de stress hydrique et

osmotique (Hirano et Upper, 2000).

2.1.3 Disponibilité en nutriments

La disponibilité en nutriments carbonés (en particulier les sucres simples : fructose,
sucrose et glucose) est un déterminant majeur de la survie bactérienne. Bien que
secondaires, les composées azotés sont de méme extrémement rares et donc limitants
pour la croissance des populations (Brandl et Mandrell, 2002; Lindow et Brandl, 2003). Les
bactéries ont souvent une capacité limitée a utiliser une large gamme de nutriments
(Brandl et Mandrell, 2002). La composition et la quantité de nutriments (carbohydrates,
acides organiques et aminés) varient selon Uespéce végétale, |’age et le statut
physiologique de la feuille ainsi que par la présence ou non de dommages au niveau des
tissus de la plante (Derridj, 1996; Yang et al., 2001). La surface inférieure des feuilles les
plus agées de Nicotiana plumbaginifolia présentent plus de nutriments que les feuilles les

plus jeunes (figure 8) (Derridj, 1996).

2.2 Colonisation de la phyllosphére

La feuille est un environnement hostile, sujet a de nombreux stress, qui ne présente
pas beaucoup de ressources pour les bactéries qui les colonisent. Néanmoins, la surface
foliaire peut supporter le développement de nombreuses populations bactériennes
adaptées a cet environnement. Des bactéries a Gram négatif appartenant aux genres
Xanthomonas et Pseudomonas sont communément décrites comme membres de la
phyllosphere (tableau 2) (Yang et al., 2001; Krimm et al., 2005), alors que les bactéries du
genre Rhizobium ou Azospirillum qui sont d’excellents colonisateurs des racines sont
absents de la surface folliaire (Jurkevitch et Shapira, 2000). Deux stratégies sont déployées
par les bactéries pour survivre et se multiplier dans la phyllosphére : des stratégies de
tolérance (capacité a tolérer Uexposition directe aux rayonnements UV, a la
dessiccation,...) et/ou d’évitement (capacité a coloniser et exploiter des sites protégés de
ces stress). Ces stratégies passent par la mise en place de traits spécifiques chez les

bactéries épiphytes (Beattie et Lindow, 1999). L’installation puis la multiplication pour
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Figure 9 : Représentation schématique de différentes hypothéses de la modification
des habitats bactériens dans la phyllosphére (d’aprés Lindow et Brandl, 2003). (A)
Relargage de nutriments de la plante et dissémination des bactéries suite a la production
de syringomycine qui peut agir comme une phytotoxine et un surfactant ; (B) Relargage de
saccharides provenant de la paroi des cellules végétales suite a la sécrétion d’auxine par
les bactéries ; (C) Protection face aux stresses environnementaux suite a la production

d’EPS et la formation d’agrégats bactériens.



atteindre un seuil de populations épiphytes est un préalable a !"apparition de la maladie
(Lindow, 1983; Rouse et al., 1985).

2.2.1 Stratégies d’évitement

Il a été fréquemment observé que les bactéries épiphytes ne colonisent pas
uniformément la surface foliaire mais forment de petits groupes (ou microcolonies)
pouvant étre assimilés a des biofilms sur une surface tres limitée du limbe (Leben, 1988;
Andrews et Harris, 2001; Monier et Lindow, 2004). Les cellules bactériennes se multiplient
et survivent dans des sites spécifiques ou les stress environnementaux peuvent étre évités
et en particulier a la face inférieure de la feuille, a la base des trichomes, au niveau des
stomates, au niveau des dépressions cuticulaires, ou a proximité des hydathodes (Beattie
et Lindow, 1999; Lindow et Brandl, 2003; Underwood et al., 2007). Les ressources limitant
la croissance bactérienne étant inégalement réparties a la surface des feuilles, la
répartition de ces microcolonies correspond a celle des nutriments. Le relargage de
nutriments ainsi que la présence d’eau sont par exemple plus importants a la base des
trichomes (Beattie et Lindow, 1999; Brandl et Mandrell, 2002; Krimm et al., 2005).

2.2.2 Stratégies de tolérance

L'agrégation en structures de type biofilms permet aux bactéries de tamponner leur
environnement et in fine de mieux résister aux stress (Morris et al., 1997; Jacques et al.,
2005). Ces structures sont caractérisées par un revétement d’exopolysaccharides (EPS)
produits par les bactéries et formant une matrice complexe (figure 9). Cette matrice
permet ’ancrage des cellules bactériennes a la surface foliaire mais offre surtout une
protection contre la dessiccation, les rayonnements UV, les molécules antibiotiques
(enzymes lytiques, formes actives d’oxygene) et de nombreux autres facteurs. La sécrétion
de ces EPS est une des composantes essentielles de la formation de biofilms par les
bactéries épiphytes (Lindow et Brandl, 2003; Jacques et al., 2005). Les bactéries du genre
Xanthomonas produisent un EPS spécifique, le xanthane, dont la production est
strictement nécessaire a la survie épiphyte chez X. citri subsp. citri (Dunger et Relling,
2007).

La production de certaines molécules pouvant augmenter la perméabilité de la
cuticule jusqu’a 50% et améliorer la disponibilité en nutriments a été observée chez de
nombreuses especes (Krimm et al., 2005) :

- les surfactants (comme la tolaasine chez les bactéries du genre Pseudomonas)

permettent la formation d’un film aqueux ainsi que la solubilisation et la diffusion
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Figure 10 : Biofilms microbiens a la surface (épiphyte) et a l’intérieur (endophyte)
d’une plante (d’aprés Danhorn et Fuqua, 2007). (a) Photographie de biofilms de Pantoea
stewartii subsp. stewartii observés au microscope électronique a transmission dans les
vaisseaux du xyleme de mais; (b) Photographie de microcolonies d’Agrobacterium
tumefaciens observées au microscope a fluorescence ; (c) Photographie d’une feuille de
haricot observée au microscope a fluorescence présentant des agrégats multi-espéces avec
Pseudomonas syringae et Pantoea agglomerans exprimant la GFP et CFP ; (d) Photographie
de Sinorhizobium meliloti exprimant la GFP observée au microscope optique et a

fluorescence.



des nutriments et ’amélioration des déplacements des bactéries vers des sites plus

riches en nutriments (Hirano et Upper, 2000; Lindow et Brandl, 2003),

- les toxines (comme la syringomycine chez Pseudomonas syringae) augmentent le
transfert d’ions aux travers des membranes plasmiques des cellules de U’hdte par la
formation de pores (figure 9) (Lindow et Brandl, 2003),

- la biosynthése d’hormones de croissance végétales comme ’acide 3-indole acétique
chez Erwinia herbicola, permet la destruction des parois cellulaires a de trés
faibles concentrations et stimule le relargage des mono- et oligosaccharides des
parois cellulaires de l’hote (figure 9) (Lindow et Brandl, 2003),

- la production de sidérophores permettant de chélater l’ion Fe¥, nécessaire a la
croissance bactérienne mais trés peu biodisponible. Les sidérophores sont des
composants de faible poids moléculaire excrétés par les bactéries et qui ont une
grande affinité pour le Fe*. Aprés couplage, un systéme spécifique d’absorption
des complexes Fer-sidérophores permet l’acquisition du fer (Lindow et Brandl,
2003).

Ces adaptations concernent aussi ’acquisition de processus physiologiques
spécifiques comme la synthese de pigments (Sundin et Jacobs, 1999; Hirano et Upper,
2000; Gunasekera et Paul, 2007). La majorité des bactéries isolées dans la phyllosphere
sont pigmentées (40%) contrairement a celles du sol chez qui la pigmentation est tres rare.
Les bactéries peuvent protéger leurs fonctions vitales en filtrant ces rayonnements UV a
’aide de pigments comme la mélanine, les caroténoides (Sundin et Jacobs, 1999; Jacobs
et al., 2005) ou la xanthomonadine chez les bactéries du genre Xanthomonas (Poplawsky
et al., 2000).

3. Role des biofilms lors de la colonisation de I’hote

Dans la plupart des environnements, ’association avec une surface dans une
structure de type biofilm est le principal mode de vie microbien (figure 10) (Danhorn et
Fuqua, 2007). Environ 70% des bactéries présentes sur les feuilles sont organisées en
biofilms, ce qui sous-entend une implication majeure de ce phénomeéne dans la survie dans
la phyllosphere. La phase planctonique apparait alors comme un simple moyen de
translocation d’une surface a une autre (Monier et Lindow, 2003; Monier et Lindow, 2004;

Jacques et al., 2005; Pizarro-Cerda et Cossart, 2006; Danhorn et Fuqua, 2007).

3.1 Définition et caractéristiques générales

Les biofilms bactériens peuvent étre comparés a des sociétés microbiennes ayant

leurs propres systemes de défense et de communication. Ils sont définis comme des
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Figure 11 : Photographie d’un biofilm bactérien observé sur feuille d’endive au

microscope électronique a balayage (d’aprés Morris et al., 1997).

Figure 12 : Observation de la structure des biofilms de Pseudomonas aeruginosa
soumis a des vitesses de flux d’intensités différentes (d’aprés Hall-Stoodley et al.,
2004). (A) Biofilm avec une structure 3D de type « champignon » soumis a un flux de 0,03

ms”, (B et C) structure ondulée, discontinue soumis a un flux de 1 ms™.



agrégats structurés de cellules bactériennes entourés d’une matrice d’exopolysaccharides
(EPS) abondante produite par les bactéries elles-mémes, les bactéries étant adhérentes les
unes aux autres ou avec une surface biotique ou inerte (Costerton et al., 1999; Dow et al.,
2003; Walker et al., 2004).

Les biofilms associés aux plantes sont le plus souvent des communautés multi-
especes. Ils se composent de nombreux morphotypes rassemblant bactéries, champignons
filamenteux, levures et particules inertes (Morris et al., 1997). Dans ces biofilms, les
bactéries sont réparties selon leurs préférences pour un microenvironnement particulier et
selon les relations symbiotiques établies entre especes (Harisson et al., 2005; Watnick and
Kolter 2000). Ils ont une épaisseur de plusieurs dizaines de um (25 pm sur feuille d’endive)
et une longueur pouvant atteindre 1 mm (30 a 445 pm sur feuille d’endive) (figure 11)
(Morris et al., 1997). Comme les biofilms observés en milieux aquatiques, les agrégats
observés dans la phyllosphére sont caractérisés par une importante densité de cellules (10*
a 10° cellules. g™' chez P. syringae) (Morris et al., 1997; Monier et Lindow, 2003).

Les biofilms présentent enfin une structure complexe au niveau architectural
(Costerton et al., 1999; Watnick et Kolter, 2000; Walker et al., 2004). Cette structure est
affectée par : les propriétés de la surface, la disponibilité en nutriments, la composition
en espéces microbiennes et les conditions hydrodynamiques (figure 12) (Hall-Stoodley et
al., 2004). La matrice d’EPS qui compose les biofilms peut présenter une densité variable
ce qui entraine la création de canaux interstitiels qui font partie intégrante de la structure
du biofilm. La grande variabilité de la localisation spatiale des agrégats résulte de facteurs
environnementaux et biologiques tels que la présence ou l’absence de microsites
favorables a la croissance bactérienne. Elle refléte plus particulierement U’hétérogénéité
de la disponibilité en eau et en nutriments. Pseudomonas syringae forme par exemple
préférentiellement des agrégats a la base des trichomes glandulaires offrant des conditions
optimales pour la croissance microbienne en raison de leur capacité a retenir l'eau et a
sécréter divers composés (sucres, protéines, métabolites secondaires, mucilages) (Monier
et Lindow, 2003).

3.2 Role de protection contre les stress environnementaux

Les biofilms microbiens constituent un mode de croissance protégé permettant la
survie dans un environnement hostile tel que la phyllosphere (Morris et al., 1997; Jacques
et al., 2005). Les bactéries planctoniques sont exposées a des agents létaux dans
Uenvironnement : biocides et molécules antimicrobiennes produits par les compétiteurs
bactériens et fongiques et les systéemes de défenses de !’hote (Monier et Lindow, 2003;

Monier et Lindow, 2004). La formation d’un biofilm confére aux bactéries une résistance
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accrue aux molécules antimicrobiennes (Costerton et al., 1999; Watnick et Kolter, 2000;
Walker et al., 2004).

Le premier mécanisme de cette résistance aux antibiotiques vient de l’incapacité
des agents a pénétrer en profondeur dans le biofilm. La matrice d’EPS est chargée
négativement, elle réduit Uentrée de substances chargées positivement comme les ions
métalliques et certains antibiotiques (Sutherland, 2001). Les substances polymériques qui
forment la matrice du biofilm diminuent en plus la vitesse et la capacité de diffusion des
solutés en général (Costerton et al., 1999; Watnick et Kolter, 2000). La seconde
hypothése a pour origine ’hétérogénéité spatiale des états physiologiques des bactéries
dans le biofilm. Les bactéries des couches externes ont un accés plus important aux
nutriments et a "oxygene que celles localisées au centre du biofilm, cette localisation
extene leur confere ainsi des capacités de croissance plus rapide. De nombreux
antibiotiques affectent seulement les cellules qui ont une croissance importante alors que
les bactéries du centre du biofilm qui ont une croissance plus lente sont protégées
(Costerton et al., 1999; Watnick et Kolter, 2000; Harrison et al., 2005).

La formation de biofilm offre de plus une protection contre les prédateurs et les
stress environnementaux caractéristiques de la phyllosphére (rayonnements UV,
dessiccation) (Harrison et al., 2005). Les populations épiphytes organisées en biofilms de
Uespece X. fuscans subsp. fuscans ne subissent pas de dommages lors d’une exposition a la
dessiccation ou a des variations de températures contrairement aux populations
planctoniques (Jacques et al., 2005). C'est également le cas pour P. syringae pv. syringae
(Monier et Lindow, 2003). La tolérance aux stress environnementaux serait due d’une part
a la présence de la matrice protectrice d’EPS et d’autre part au fait que les agrégats
soient formés sur des sites ou les nutriments carbonés sont abondants, ce qui permet
d’augmenter les taux d’activité métabolique, les cellules plus actives étant plus tolérantes
aux stress (Watnick et Kolter, 2000; Monier et Lindow, 2003).

3.3 Disponibilité en nutriments et coopération métabolique

La matrice d’EPS, chargée électrostatiquement, sert de piege aux particules de
nutriments et minéraux, augmentant la disponibilité de ces substances nécessaires a la
croissance bactérienne (Harrison et al., 2005). De plus, les canaux traversant le biofilm,
équivalents a un systéme circulatoire, augmentent la disponibilité en nutriments et en
oxygene et sont le siege d’un courant d’eau. De plus, ils contribuent a diminuer les
concentrations en métabolites toxiques (Davey et OToole G, 2000). Le fait que les biofilms
soient le plus souvent multi-espéces favorise les interactions synergiques entre les

individus et méne a l’établissement de relations de syntrophisme entre especes (relation
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Figure 13 : Représentation des cinq étapes de développement d’un biofilm (d’aprés
Stoodley et al., 2002). Etape 1 : Attachement initial des cellules aux surfaces ; Etape 2 :
Production d’EPS favorisant Uattachement irréversible des bactéries; Etape 3:
développement précoce du biofilm ; Etape 4 : Maturation du biofilm ; Etape 5 : Dispersion
de cellules isolés du biofilm mature. Les photographies représentent chaque étape du
développement d’un biofilm sur une lame de verre observées au microscope électronique a

transmission chez Pseudomonas aeruginosa.



établie entre deux types bactériens métaboliquement différents dépendant l’un de 'autre
pour l'utilisation de certaines substances). En effet, la proximité physique des cellules
bactériennes favorise le partage des produits du métabolisme et donc la survie des

populations (Davey et O'Toole, 2000; Harrison et al., 2005).

3.4 Principe de la formation de biofilms

La formation d’un biofilm mono ou multi-especes est un processus trés régulé et
complexe nécessitant un comportement collectif de coordination, d’interaction et de
communication (Keller et Surette, 2006; Latasa et al., 2006; West et al., 2006; Danhorn et
Fuqua, 2007). Les concepts généraux et les bases génétiques de la formation d’un biofilm
ont été décrits chez des organismes modeles tels que P. aeruginosa (Costerton et al.,
1999; Davey et OToole G, 2000). Nous allons d’abord nous intéresser aux concepts
généraux de la formation d’un biofilm dans cette partie. Les déterminants génétiques
seront exposés dans le chapitre suivant.

Tout d’abord, les bactéries se déplacent sur la surface a la recherche d’un site
favorable a leur association soit directement avec la surface soit avec d’autres bactéries
précédemment installées (Davey et OToole, 2000; Mattick, 2002; Kaiser, 2007). Cette
phase se poursuit par transition de U’état planctonique vers U’état agrégé. Les facteurs
responsables de ce changement varient beaucoup selon les organismes. Chez P. aeruginosa
il s’agit en particulier de conditions favorables a la croissance telles que la disponibilité en
oxygene, en fer, le pH ou la température (Costerton et al., 1999; Davey et OToole G,
2000).

Les biofilms se forment alors en cing étapes (figure 13) (Davey et O'Toole, 2000;
Watnick et Kolter, 2000). Lors de la premiere étape, les bactéries s’attachent a la surface
foliaire ou aux cellules bactériennes préalablement fixées (Craig et al., 2004; Pizarro-
Cerda et Cossart, 2006). L’adhésion des bactéries entre elles devient ensuite stable lors de
la seconde étape et des microcolonies se forment lors d’une troisieme étape. Cet
environnement facilite les interactions entre les cellules permettant le développement de
voies de signalisation ainsi que la mobilité chimiotactique (Stoodley et al., 2002; Keller et
Surette, 2006) Enfin, le biofilm mature (étape 4). Les bactéries se multiplient, forment de
nouvelles microcolonies et vont produire des exopolysaccharides afin de stabiliser la
structure qui devient tridimensionnelle (Watnick et Kolter, 2000). La synthése des EPS est
importante pour assurer U'intégrité structurale du biofilm par différents mécanismes tel
que lUinteraction avec des composants de la surface cellulaire bactérienne comme les
glycoprotéines ou d’autres polysaccharides (Davey et O'Toole, 2000; Dow et al., 2003). La

matrice d’EPS associée aux biofilms permet la formation d’une barriere physique qui
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protege les bactéries contre différents stress (chimiques, biologiques et
environnementaux) (Danhorn et Fuqua, 2007). Ensuite, les bactéries peuvent, apres une
certaine période, se détacher du biofilm (étape 5). Ce retour a une phase planctonique est
nécessaire a la colonisation de l'organisme entier. La dispersion du biofilm permet a

certaines bactéries de se multiplier et envahir de nouvelles niches écologiques.

4. Dispersion et dissémination des bactéries

Comme nous l’avons précisé précédemment, les feuilles sont des habitats
exceptionnellement ouverts. Elles sont exposées a latmosphére ce qui leur laisse des
opportunités importantes pour l'immigration et l'émigration des bactéries au niveau de la
phyllosphéere (Kinkel, 1997).

Localement, 'eau de pluie et l’eau d’irrigation sont les éléments majeurs pour la
dissémination des agents pathogenes a la surface des feuilles d’une méme plante et entre
des plantes voisines au sein d’un champ (Hirano et Upper, 2000). Ainsi, il a été observé au
champ que le développement rapide de la nervation noire des Brassicacées était en
corrélation avec le nombre de jours de pluie (Kocks et al., 1999). Les bactéries peuvent
étre transportées par le vent dans les aérosols ou les particules ballistiques produits
lorsque les gouttes de pluie heurtent les parties malades des plantes contenant les
populations bactériennes (Williams, 1980; Kuan et al., 1986; Butterworth et McCartney,
1991; Morris et al., 2004). Cependant, lors d’épisodes pluvieux importants, cette
contribution de la pluie a la dispersion des bactéries reste faible au niveau des tailles des
populations bactériennes. En effet, la plupart des bactéries sont alors lessivées des feuilles
vers le sol (Lindemann et al., 1982; Hirano et al., 1994).

Les rafales de vent peuvent également disperser X. campestris pv. campestris en
favorisant les contacts entre les feuilles contaminées, a U'instar des épidémies causées par
d’autres Xanthomonas épiphytes pathogénes du bananier, du manguier ou de l’oignon,
émergeant consécutivement a des cyclones (Roumagnac et al., 2004).

Les bactéries peuvent étre transportées dans l’atmosphéere jusque dans les nuages
et parfois jusqu’a plusieurs kilometres d’altitude (Lighthart, 1997; Hamilton et Lenton,
1998; Morris et al., 2004; Morris et al., 2007). Les nuages captent les bactéries et les
disséminent lors d’épisodes pluvieux. Ils peuvent ainsi disséminer des agents pathogenes
sur de longues distances comme cela a été montré pour Pseudomonas syringae (Lindemann
et al., 1982).

Des insectes ou d’autres organismes peuvent aussi étre des vecteurs de maladie
comme cela a été démontré pour la bactérie phytopathogene Xylella fastidiosa (Garcia et

al., 1997) mais aussi pour de nombreuses autres bactéries (Lighthart et al., 2000; Sela et
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Figure 14 : Les différentes voies de transmission des agents pathogénes a la semence

(d’aprés Maude, 1996). Cas général des différentes voies de transmission des agents
pathogenes aux semences. A: transmission via le xyleme de la plante meére. B:
transmission via le stigmate jusqu’a U’embryon. C: transmission par pénétration des

tissus externes de l’ovule.




al., 2005; Sproston et al., 2005). X. fuscans subsp. fuscans peut étre transmis au haricot
par trois especes de coléoptéres (Cerotoma ruficornis Oliv., Diaprepes abbreviatus L. et
Chalcodemus eceninus Boheman) ainsi que deux espéces d’hémipteres (Nezara viridula L.
et Empoasca sp.) (Kaiser et Vakili, 1978).

L’utilisation de semences contaminées dans le cas des bactéries transmises par les
semences peut permettre une dissémination de ces bactéries sur de tres grandes
distances. Ces bactéries sont pathogenes des cultures sur lesquelles elles se développent
mais n’occasionnent pas forcément de symptomes sur les graines (Gambodgi, 1983; Gitaitis
et Walcott, 2007). Ainsi X. axonopodis pv. phaseoli, originaire d’Amérique, a pu se
répandre sur tous les continents par le biais des semences de haricot contaminées
(Bradbury, 1986; Vidaver, 1993). Tout autre matériel végétal contaminé permet également
une dissémination des agents pathogenes. Des citronniers contaminés par X. citri subsp.
citri ont été répandus dans des zones de production de citronnier a l’échelle mondiale. X.
citri subsp. citri qui est originaire d’Asie a été retrouvé en Afrique du Sud et aux Etats-Unis
(Stall et Seymour, 1983).

5. Transmission des bactéries aux semences et autres

modes de survie des bactéries phytopathogéenes

5.1 Transmission des bactéries aux semences

La semence représente l'unité de départ mais aussi la finalité de nombreuses
cultures. Les infections bactériennes se développant au cours de la croissance de la plante
peuvent affecter les fleurs et finalement les semences. Cette localisation est déterminante
pour la survie de l’agent pathogeéne (Maude, 1996). De maniére générale, un agent
pathogene peut contaminer une semence par une ou plusieurs voies (figure 14) (Maude,
1996).

La premiére possibilité est une contamination via les tissus conducteurs de la plante
mere. Ainsi X. axonopodis pv. phaseoli peut se transmettre aux semences apreés infiltration
du pédicelle (Aggour et al., 1989).

La deuxiéme possibilité est une contamination via le stigmate de la fleur. Il s’agit
d’une infection indirecte par ’intermédiaire du style de la plante. Ceci a notamment été
démontré pour le soja (Kaufman et Leben, 1974) et la pasteque (Walcott et al., 2003).
L’inoculation des fleurs de soja par P. syringae subsp. glycinea a entrainé une forte
contamination des semences en ’absence de symptome sur les fruits (Kaufman et Leben,
1974). Ceci a également été montré pour Acidovorax avenae subsp. citrulli. En effet, 98%

des fruits sont asymptomatiques aprés inoculation des fleurs de pastéque avec 10’ a 10°
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UFC mL" et d’A. avenae subsp. citrulli, cette bactérie étant alors détectée dans 44% des
lots de semences analysés (Walcott et al., 2003).

La troisieme voie de contamination des semences s’effectue par contact entre les
téguments de la graine et des fruits qui présentent des symptomes ou des pailles
contaminées lors des étapes de récolte et stockage (Weller et Saettler, 1980). Cette
contamination a donc lieu en présence d’un fort inoculum qui est associé a la présence de
symptomes sur les plantes (Weller et Seattler, 1980).

Des fortes densités bactériennes ne sont cependant pas indispensables a la
transmission des bactéries aux semences. Des expérimentations ont été effectuées au
champ afin d’étudier la transmission de X. fuscans subsp. fuscans aux semences de haricot
a partir de lots de semences contaminés artificiellement. Les semences contaminées avec
des inoculums faiblement concentrés (de 10* a 10* UFC par semence) peuvent étre a
Uorigine d’une colonisation de la phyllosphére et permettre la transmission de ’agent
pathogene aux graines en l’absence de tout symptome macroscopique (Darrasse et al.,
2007).

5.2Les moyens de survie des bactéries: futures sources
d’inoculum

Pendant des décennies, l'agriculture des Etats-Unis s'est fondée sur la production de
graines apparemment saines car produites dans les états ou le climat frais et sec devait
limiter le développement des maladies bactériennes au sein des cultures (Maude, 1996).
Des résurgences continuelles et inexpliquées de maladies ont néanmoins laissé supposer
que les graines produites dans ces secteurs pouvaient tout de méme étre infectées par des
bactéries phytopathogénes. Un exemple emblématique est la pourriture noire des
cruciféres provoquée par X. campestris pv. campestris (Schaad et Dianese, 1981). Les
bactéries sont capables de persister dans Uenvironnement et de contaminer
ultérieurement les nouvelles cultures de la plante hote. Plusieurs sources d’inoculum

peuvent étre a l’origine de ces contaminations.

5.2.1 Les semences contaminées

De nombreuses bactéries du genre Xanthomonas sont des agents pathogenes
associés aux semences de leurs plantes hotes. X. campestris pv. campestris a été détecté
dans des lots commerciaux de semences datant de plus de trois ans mettant ainsi en
évidence U'importance de cette source d’inoculum et de la capacité de survie de cette
bactérie (Schaad et Dianese, 1981; Schultz et Gabrielson, 1986). X. axonopodis pv.

phaseoli et X. fuscans subsp. fuscans ont été isolés de semences de haricot agées de plus
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de 15 ans (Schuster et Coyne, 1974). Les agents pathogenes transmis par les semences sont

capables de se multiplier sur la graine des lors qu’elle germera.

5.2.2 Les résidus de culture

Les résidus de culture sont souvent désignés comme une importante source
d’inoculum. Apres la récolte, I’agent pathogene se maintient dans des débris végétaux qui
permet la conservation de linoculum a plus ou moins long terme selon les agents
pathogenes et les conditions environnementales. Ainsi X. axonopodis pv. phaseoli peut se
maintenir dans les débris végétaux d’une culture a une autre en climat tropical et
subtropical (Arnaud-Santana et al., 1991) mais pas plus de trois mois dans le Michigan
(Saettler et Cafati, 1986). En milieu tropical, son maintien dépendrait du temps de
décomposition des débris végétaux (Fininsa et Tefera, 2001). Il a été montré que
X. campestris pv. campestris peut survivre dans les résidus de culture pendant plus de
500 jours ; durant cette période, cet inoculum est toujours susceptible de provoquer des

épidémies (Schultz et Gabrielson, 1986).

5.2.3 Les hotes alternatifs

X. campestris pv. campestris a été détecté sur des hotes alternatifs de la famille
des Brassicacées (Schaad, 1980). Ces hotes ne présentent que trés rarement des
symptomes et sont naturellement infectés méme a des distances de plus de 30 km des
foyers potentiels représentés par les champs de production de semences de Brassicacées
(Schaad et Dianese, 1981). Certains de ces hotes sont pérennes et représentent une source
d’inoculum importante (Gitaitis et Walcott, 2007). X. axonopodis pv. allii est également
capable de se maintenir sur des hotes aternatifs comme le pois chiche, la luzerne, le
haricot, la lentille et le soja a des tailles de populations aussi élevées (environ 10° UFC g)

que la souche sauvage sur son hote l’oignon (figure 15) (Gent et al., 2005).
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Chapitre 2

Déterminisme génétique de la colonisation de I’hé6te

par une bactérie phytopathogéne

Dans le chapitre précédent, nous avons vu que la colonisation d’une plante faisait
appel a de nombreuses étapes obligatoires telles que la survie, la multiplication, la
dispersion et finalement la transmission des agents pathogénes. Face aux attaques des
agents pathogenes au cours de leur cycle de développement, les plantes ont développé
une panoplie de mécanismes de défense s’opposant a ’entrée et a la multiplication de ces
microorganismes. De leur c6té, les bactéries phytopathogenes qui ont établi des relations
de longue date avec leurs hotes ont également mis en place des stratégies dans le but de
coloniser la plante hote. Ces forces évolutives ont permis a l’agent pathogene de
développer un ensemble de mécanismes dont nous allons présenter les principaux
déterminants moléculaires en nous centrant autant que possible sur les bactéries du genre

Xanthomonas (figure 16).

1. Chimiotactisme, mobilité et adhésion : mécanismes
préliminaires a la colonisation de I’hote

Apres avoir été transmis a un hote approprié, l’agent pathogene doit étre capable
de se déplacer et se fixer afin de coloniser les tissus de U’hote. Dans ce contexte, la
colonisation signifie I’établissement d’un site de multiplication en surface ou a Uintérieur
de la plante. Il est nécessaire pour la bactérie de se déplacer et d’interagir avec des
surfaces variées pour parvenir par chimiotactisme au voisinage de I’hote végétal (Shen et

al., 2001) et atteindre ses sites cibles de pénétration (hydathodes, stomates, blessures).

1.1 Chimiotactisme et systéme flagellaire

Les chémorécepteurs et les genes de biosynthése du flagelle sont organisés en
quatre cluster répartis sur 150 kb chez X. campestris pv. campestris et X. citri subsp. citri
(figure 16) (da Silva et al., 2002). Un de ces clusters possede plusieurs copies quasi-
identiques et répétées en tandem du gene tsr codant la protéine de chimiotactisme Mcp
(Methyl-accepting chemotaxis protein). Les protéines Mcp sont impliquées dans la
perception et le transfert de signaux chimiotactiques a la bactérie en réponse a la

présence de sérine, d’alanine ou de glycine (Moreira et al., 2004). Ces répétitions
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Figure 17 : Organisation du systéme flagellaire et distribution des protéines flagellaires
parmi les espéces bactériennes qui possédent un systéme flagellaire (d’aprés Liu et

Ochman, 2007). Les protéines qui constituent le « core » du flagelle sont notées en gras.
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Figure 18 : Observation de flagelles chez X. campestris pv. campestris (d’aprés Lee et
al., 2003). La souche sauvage P20H comporte un flagelle polaire en microscopie
électronique a transmission. Le mutant fliC' est dépourvu de flagelle. Le mutant clp’

porte, comme la souche sauvage, un flagelle polaire.



suggerent un role prépondérant du chimiotactisme chez ces deux Xanthomonas, d’autant
plus que d’autres copies du gene mcp sont dispersées dans leurs génomes (da Silva et al.,
2002). X. campestris pv. campestris a besoin de se déplacer a la surface des feuilles pour
gagner les sites d’infection et coloniser le xyleme. Cette mobilité nécessaire a l’infection
est assurée par le flagelle (Rudolph, 1993). Chez X. oryzae pv. oryzae, un opéron
flagellaire composé de quatre ORFs a été caractérisé et le gene flhF est impliqué dans le
chimiotactisme (Shen et al., 2001). X. oryzae pv. oryzae est attiré par chimiotactisme vers
les gouttes de guttation afin d’accéder aux sites d’infection pour la bactérie, avant sa
pénétration dans les tissus de la plante-h6te (Shen et Ronald, 2002). Les protéines Che
constituent une chaine bien connue de transduction du signal chimiotactique jusqu’au
flagelle par le controleur de rotation du flagelle (pour revue Aizawa et al., 2000; pour
revue Bren et Eisenbach, 2000; Kaiser, 2007).

Les flagelles se présentent sous la forme d’un long filament hélicoidal ancré au
niveau de la membrane cellulaire par un crochet flexible et un corps basal (figure 17) (Liu
et Ochman, 2007). Le filament flagellaire est un tube composé d’environ 20 000 copies
d’une unique protéine, la flagelline, polymérisée en une hélice complexe (Tans-Kerten et
al., 2001; Tans-Kersten et al., 2004). La biosynthese des flagelles chez les bactéries telles
que Pseudomonas aeruginosa implique plus de 40 genes liés dans une cascade de
régulation complexe. Les mutations au niveau de ces différents genes se traduisent la
plupart du temps par une absence de flagelle et donc de mobilité (Jyot et al., 2002). Le
gene majeur de la voie de biosynthese des flagelles est le gene fliC, identifié chez diverses
especes bactériennes (P. aeruginosa, P. fluorescens, Ralstonia solanacearum) (Tans-Kerten
et al., 2001; Capdevila et al., 2004). Les mutants fliC de Erwinia amylovora, P. savastanoi
pv. phaseolicola et P.fluorescens ne synthétisent pas de flagelline et sont donc dépourvus
de flagelle. Ces mutants non-mobiles présentent une survie épiphyte réduite et une
capacité réduite a causer une infection (Tans-Kerten et al., 2001; Capdevila et al., 2004).
Le gene fliC a pu étre identifié chez différentes espéces du genre Xanthomonas comme X.
campestris pv. campestris et X. citri subsp. citri au sein d’un cluster de 17 genes impliqués
dans la synthese de flagelles (Lee et al., 2003).

Chez X. campestris pv. campestris, la production du flagelle est régulée
positivement par le facteur de transcription Clp (cyclic AMP-receptor protein-like protein)
(Lee et al., 2003). Clp est un homologue de Crp (Cyclic AMP receptor protein) et régule
comme Crp U'expression de nombreux genes. Chez les mutants clp, le taux de flagelline est
fortement diminué. L’activité du promoteur du gene fliC est en effet réduite de 2 a 5 fois
chez ces mutants. Un mutant fliC' ne présente pas de flagelle ce qui entraine une

réduction de sa mobilité (figure 18) (Lee et al., 2003). Un site de liaison a Clp en amont de
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Figure 19 : Pili de type 4 polaires observés chez une souche sauvage de Xylella

fastidiosa en microscopie électronique a balayage (d’aprés Meng et Li, 2005).



ce gene suggere que la régulation des genes flagellaires est similaire chez X. campestris et
P. aeruginosa ou elle implique Vfr (homologue de Crp) et fleQ (Hu et al., 2005). Le gene
fleQ est un activateur transcriptionnel de type NifA/NtrC ¢°*-dépendant situé au plus haut
niveau de la voie de régulation de la biosynthése de flagelles chez P. aeruginosa et joue un
role important dans la synthese et la sécrétion des flagellines (Arora et al., 1997; Jyot et
al., 2002; Capdevila et al., 2004). De nombreux homologues ont été identifiés chez Vibrio
cholerae et Caulobacter crescentus par exemple (Arora et al., 1997; Lee et al., 2003). Les
mutants fleQ ne montrent pas de flagelles ni de taux détectables de flagelline (Arora et
al., 1997; Capdevila et al., 2004). Le régulateur fleQ régule positivement de nombreux
genes flagellaires tels que flhH, impliqué dans la localisation de ’appareil flagellaire ou
fleSR codant pour un systeme senseur-régulateur impliqué dans la syntheése de la flagelline
(Arora et al., 1997).

1.2 Pili de type 4 ou adhésines fibrillaires

La biosynthese de pili de type 4 ou TFP (Type Four Pili) est 'un des facteurs
essentiels a la formation de biofilms chez les bactéries épiphytes, ces structures
permettant ’attachement des bactéries a la surface foliaire et entre-elles afin de former
des microcolonies (figure 19) (Mattick, 2002; Craig et al., 2004; Rosenblueth et Martinez-
Romero, 2006). P. aeruginosa présente de nombreux TFP sous la forme de filaments de 6
nm de diametre émergeant a l'un des podles de la cellule (Skerker et Berg, 2001; Kang et
al., 2002; Shi et Sun, 2002). Le mouvement des cellules appelé « twitching motility » est
réalisé par l'alternance de phases d’extension, d’accrochage a la surface et de rétraction
du pili faisant avancer la cellule de facon saccadée a une vitesse de plus de 0.2 pm/sec
(Skerker et Berg, 2001; Shi et Sun, 2002; Carbonnelle et al., 2006; Kaiser, 2007). Le méme
mécanisme permet ’attachement des bactéries a la surface et entre-elles. Les TFP sont
formés par assemblage de sous-unités d’une protéine unique : la piline. La partie distale
du pilus agit comme une adhésine non-spécifique (Skerker et Berg, 2001; Shi et Sun, 2002;
Craig et al., 2004). La région C-terminale de la sous-unité de piline au niveau de
Uextrémité du pilus peut se lier a certains composés membranaires comme les
glycosphingolipides (Skerker et Berg, 2001).

Plus de 40 genes ont été identifiés comme ayant un role dans la biosynthése et le
fonctionnement des TFP chez Pseudomonas aeruginosa (Huang et al., 2003). Il s’agit de
genes codant :

» la piline (protéine structurale majeure des pili),
» des protéines structurales mineures formant la base ou l’extrémité du pilus,

* des protéines nécessaires a l’assemblage et a ’extraction du pilus
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PilE, PilV, PilWw, PilX, FimU

Figure 20 : Modéle de l’organisation du pili de type 4 (d’aprés Mattick, 2002). La
protéine PilA est assemblée sur la base des protéines mineures PilE, PilV, PilW, PilX, et
FimU. Les protéines PilC et PilB permettent au pili de traverser la membrane interne de la
bactérie. Le passage de la membrane externe est réalisé grace a un pore composé de la

protéine PilQ.



Les pili sont formés par U’assemblage de sous-unités protéiques de piline. La
structure des pilines est tres conservée chez un grand nombre d’especes bactériennes, plus
particulierement au niveau N-terminal. Celle-ci est caractérisée par un domaine de clivage
formé par les cinqg premiers acides aminés (Collyn et al., 2002; Shi et Sun, 2002). Les
études biochimiques et génétiques concernant la biosynthese des TFP ont surtout porté sur
espece modéle P. aeruginosa. La voie de biosynthese des TFP est identique chez de
nombreuses especes bactériennes (Brunings et Gabriel, 2003). Les pilines sont synthétisées
sous une forme précurseur ou prépiline. La prépiline est clivée au niveau de la séquence
signal N-terminale par une peptidase/N-methyltransferase et un groupement méthyle est
ajouté au premier acide aminé permettant la formation de la molécule mature de piline.
Avant polymérisation, les molécules de piline sont ancrées a la membrane interne via la
région N-terminale hydrophobe. Les pilines sont alors polymérisées en présence de
protéines spécifiques telles que PilB et PilC chez P. aeruginosa (Shi et Sun, 2002). Les
filaments sont enfin extraits via un pore de la membrane cellulaire externe constitué par
la protéine PilQ, homologue aux sécrétines du systeme général de sécrétion (Shi et Sun,
2002; Brunings et Gabriel, 2003; Meng et al., 2005). Des études ont permis de montrer que
de nombreux génes de cette voie de synthese sont conservés chez des especes telles que
P. aeruginosa, Vibrio cholerae, V. vulnificus, Burkholderia pseudomallei et Xylella
fastidiosa. Chez ces différentes especes, ’opéron pilABCD, plus particulierement, est
organisé d’une facon similaire (Paranjpye et Strom, 2005).

Les genes clés de la voie de biosynthese des TFP sont les genes pilA, codant la
piline et pilD codant ’enzyme de clivage permettant le passage de la forme immature a la
forme mature de la piline (figure 20) (Mattick, 2002). Chez les mutants pilA’, ou aucun pili
n’est produit, on observe une diminution tres importante de la formation de biofilms
(Skerker et Berg, 2001; Paranjpye et Strom, 2005). En effet, la délétion du géne pilA chez
B. pseudomallei par exemple diminue l’adhérence des mutants aux cellules de ’hote ainsi
que leur virulence. Un gene pilA fonctionnel est donc nécessaire a ’adhésion des cellules
bactériennes entre elles et sur la surface de U’hote (Mattick, 2002; Kaiser, 2007).
L’expression du géne pilA est soumise a une régulation par un facteur >, permettant la
fixation spécifique de U'ARN polymérase au niveau du promoteur du géne. En effet, la
séquence pilA est caractérisée par la présence d’un domaine de fixation du promoteur 654
RpoN-dépendant en amont de la séquence codante (Paranjpye et Strom, 2005; da Silva
Neto et al., 2007). Le géne pilD, codant la peptidase/N-méthyltransférase permettant la
formation de la molécule finale de piline, est essentiel a la synthése des TFP. Une

mutation au niveau de ce gene cause chez les différentes especes étudiées une perte de la
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Figure 21 : Formation d’agrégats chez les souches sauvages (A) et les mutants fimA™ (B)
de X. axonopodis pv. vesicatoria (d’aprés Ojanen-Reuhs et al., 1997). Les souches

mutantes restent planctoniques contrairement aux souches sauvages.



synthese des TFP et une diminution significative de I’adhérence des cellules a la surface de
’hote (Paranjpye et Strom, 2005).

De nombreux autres genes participent a la biogenése des TFP. Le gene pilT n’est
pas requis pour la synthese des TFP. Les mutants pilT présentent des pili mais ne sont pas
capables de se mouvoir. La protéine PilT est nécessaire pour générer la force de rétraction
du pilus et donc le mouvement (Shi et Sun, 2002; Kaiser, 2007). La protéine PilB permet la
translocation et l’assemblage des sous-unités de piline (Meng et al., 2005). Elle comporte
en effet un domaine de liaison aux nucléotides caractéristiques des protéines transporteurs
de type ABC permettant le transport de molécules au travers des membranes cellulaires
(Paranjpye et Strom, 2005). Chez Xylella fastidiosa, la mutation des genes pilB et pilQ se
traduit par une absence de TFP et de motilité de type « twitching motility ». Les mutants
ne peuvent donc pas former de microcolonies (Meng et al., 2005; Carbonnelle et al., 2006;
da Silva Neto et al., 2007; Kaiser, 2007).

Un gene homologue au géne pilA a été identifié chez certaines especes de bactéries
du genre Xanthomonas telles que X. citri, X. hyacinthi et X. axonopodis. Il existe quatre
clusters de genes et deux genes isolés impliqués dans la biosynthese des TFP chez X. citri.
Deux genes d’un de ces clusters codent des protéines FimA (Brunings et Gabriel, 2003). La
séquence des deux genes fimA est homologue a celle du gene pilA (55 a 61% d’homologie)
(van Doorn et al., 2001; Brunings et Gabriel, 2003). Le gene fimA code la sous-unité
structurale de piline FimA chez les bactéries du genre Xanthomonas. L’expression du géne
fimA chez E. coli entraine la production de sous-unités de piline de 17 kDa. Les parties C-
terminale et centrale de la protéine sont tres variables méme entre différents pathovars
de Xanthomonas cependant la partie N-terminale est trés conservée (Ojanen-Reuhs et al.,
1997; van Doorn et al., 2001). Chez X. axonopodis pv. vesicatoria (figure 21), le gene fimA
est impliqué dans la formation d’agrégats cellulaires compacts (ou microcolonies) in vitro
et in planta. Les mutants fimA restent quant a eux sous forme planctonique et ne
colonisent que tres peu les trichomes démontrant que ’adhésion a ces structures nécessite
un gene fimA fonctionnel. La complémentation des mutants par transfert de plasmides
permet de restaurer la formation de biofilms. Le géne fimA chez les Xanthomonas spp. est
donc primordial pour la synthese de TFP, la formation de biofilm et la survie épiphyte de
ces bactéries dans la phyllosphére (Ojanen-Reuhs et al., 1997). Le % de G+C du géne fimA
(56%) est significativement inférieur a celui du génome complet des Xanthomonas ce qui
montre que le gene a pu étre acquis par transfert horizontal (van Doorn et al., 2001). La
présence, en amont de fimA, du promoteur RpoN-dépendant ¢**, identifié comme étant un

régulateur de la transcription du gene pilA chez P. aeruginosa et X. fastidiosa (da Silva
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BadA

Figure 22 : Sécrétion de type autotransporteur observée en microscopie électronique a
transmission (d’aprés Cotter et al., 2005). Les autotransporteurs conventionnels (tels
que BadA) sont clivés a la surface de la bactérie, ce qui n’est pas le cas des

autotransporteurs trimériques (tels que YadA).
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Figure 23 : Schémas illlustrant la sécrétion de type autotransporteur (d’aprés Cotter et
al., 2005). Les autotransporteurs conventionnels (a gauche) sont clivés a la surface de la

bactérie, ce qui n’est pas le cas des autotransporteurs trimériques (a droite).



Neto et al., 2007), montre que la régulation de ’expression de ces deux genes se fait selon

les mémes mécanismes.

1.3 Adhésines non-fibrillaires

Les protéines d’adhésion non-fibrillaires ont largement été décrites chez les
bactéries humaines et animales car elles jouent un réle dans la virulence de ces
organismes (Linke et al., 2006; Pizarro-Cerda et Cossart, 2006). Ces protéines
appartiennent a une famille tres large de mono- ou d’oligomeres de protéines de surface.
Les adhésines de type autotransporteurs sont les plus grands représentants de cette
famille. Ce sont des protéines localisées a la surface de la bactérie (figure 22). Elles sont
sécrétées dans le milieu extracellulaire a travers la double membrane des bactéries a
Gram- via le systeme de sécrétion de type 5 également dénommé autotransporteur (figure
23) (Van Sluys et al., 2002; Pizarro-Cerda et Cossart, 2006). Les séquences protéiques des
autotransporteurs divergent entre les bactéries, mais de nombreux domaines structuraux
sont conservés. Ces molécules disposent d’un peptide leader au niveau du domaine N-
terminal pour la sécrétion a travers la membrane interne, d’un domaine C-terminal qui
forme un pore dans la membrane externe au travers duquel le domaine passager passe au
niveau de la surface cellulaire (Henderson et al., 2004). Chez Yersinia enterocolitica et Y.
pseudotuberculosis, YadA apparait appartient a une nouvelle sous-famille
d’autotransporteurs trimériques, chez lequel trois sous-unités sont nécessaires a la
formation d’un pore fonctionnel (Cotter et al., 2005; Linke et al., 2006). Chez X.
fastidiosa, trois adhésines putatives présentent de fortes homologies avec les protéines Hsf
et Hia d’Haemophilus influenza dont le role dans ’adhésion a été décrit (Barenkamp et St
Geme, 1996; Simpson et al., 2000). Chez X. campestris pv. campestris, X. citri subsp. citri
et X. oryzae pv. oryzae, des génes homologues ont également été identifiés et nommés
xadA (da Silva et al., 2002; Lee et al., 2005). Ces protéines de surface favorisent
'attachement et l’agrégation des bactéries a la surface des plantes, dans le xyléme ou
encore a l'intérieur de l'insecte vecteur dans le cas de X. fastidiosa, contribuant a la
virulence de ces bactéries (Feil et al., 2007). Des mutations dans le géne xadA chez X.
oryzae pv. oryzae entrainent une diminution significative de ’agressivité des mutants
apres injection dans les feuilles ou inoculation épiphyte sur des plantes (Ray et al., 2002).

Le systeme de sécrétion bipartite permet également d’exporter de grandes
exoprotéines ayant un role dans ’adhésion (Mazar et Cotter, 2006). Ce sont des
hémagglutinines ou hémolysines (Fha) qui ont été identifiées d’abord chez Bordetella
pertussis puis chez X. fastidiosa, Ralstonia solanacearum et différents Xanthomonas spp.

Les genes codant ces protéines sont en nombre variable chez ces différents agents
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Tableau 3 : Enzymes de dégradation de la paroi végétale de X. campestris pv.

campestris (d’aprés da Silva et al., 2002).

Activité enzymatique Nombre Nom Numeéro de 'ORF

Enzymes 9

Pectinclytiques

XCC2286
XCC3459
XCC0122
XCCo644
XCCO845
XCC2815
XCCo121
XCC2265

XCCOo154

Polygalacturonases (PG)

Peclates lyases (PL)

Pecline méthylestérases (PME)

Rhamnogalaturonane
acélylestérase

Enzymes 18

Cellulolytiques
XCCooz2e
Xccoozr
XCCoo28
XCC1752
Cellulases XCC23ar
XCC3380
XCC3381
XCC3521
XCC3535
XCC3160
XCC3534
XCC1080
XCC1250
XCC1775
Beta-glucosidases XCC2a92
XCC4a1086
XCC1404
XCC3814

Ce'lobiosidases

Enzymes 13

Hémicellulolytiques
XCCO144
XCCoas?
Xylanases XCC3038
XCCa115
XCC4a118
XCC0149
XCcc1178
XCC1755
XCC2398
XCC3975
XCC4084
XCC4105
XCC4122

Xylosidases/arabinosidases

Nombre total = 40



pathogenes (Van Sluys et al., 2002). Fha est le produit des régions N- et C- terminales du
précurseur FhaB. FhaB est reconnue et sécrétée par FhaC, la protéine responsable de la
formation du pore au niveau de la membrane externe de la bactérie (Mazar et Cotter,
2006). Il a été montré que Fha fonctionne comme une protéine d’attachement
multifonctionnelle ayant un role de médiateur dans ’adhésion a plusieurs ligands.

X. fastidiosa produit plusieurs hémagglutinines qui permettent le contact et
’agrégation entre les cellules. Des mutants de ces protéines ne peuvent pas s’agréger et
forment alors une monocouche dans les vaisseaux du xyléeme plutot que des biofilms
multicouches comme la souche sauvage. La fonction d’agrégation des hémaglutinines
aurait pour but de limiter la prolifération de ’agent pathogéne et ainsi les dommages
causés a la plante. Des mutants de ces protéines sont plus agressifs, vraisemblablement a
cause d’une diffusion accrue au sein de la plante et un taux de croissance plus important
(Guilhabert et Kirkpatrick, 2005). Cette relation entre la dispersion et l’agressivité est
également connue chez d’autres pathogénes vasculaires tels que P. stewartii subsp.
stewartii ou X. campestris pv. campestris apres mutation d’une protéine fibrillaire (FimA)
indispensable a la formation de biofilms (Mattick, 2002; Meng et al., 2005).

2. Enzymes de dégradation de la paroi cellulaire

La paroi primaire des cellules végétales est composée essentiellement de pectine et
de cellulose. Ces polyméres représentent une réserve de substrats énergétiques
considérable pour les bactéries phytopathogenes, mais ils ne sont pas directement
utilisables sous leurs formes complexes. Ils doivent étre catabolisés en molécules plus
simples grace a plusieurs enzymes hydrolytiques sécrétées par les bactéries
phytopathogenes. Ces enzymes ont un réle essentiel de dégradation des polysaccharides
(cellulose, hémicellulose et pectine) et de la lignine qui composent les parois cellulaires
des végétaux. De nombreux genes codent pour ces enzymes de dégradation
extracellulaires et ont été mis en évidence chez toutes les bactéries a Gram- récemment
séquencées (Van Sluys et al., 2002).

X. citri subsp. citri possede six génes codant des enzymes pectinolytiques et 12
genes codant des enzymes dégradant la cellulose et ’hémicellulose (da Silva et al., 2002),
tandis que X. fastidiosa en possede un et quatre genes respectivement (Simpson et al.,
2000). Cette abondance d’enzymes dégradant les parois cellulaires ainsi que la présence
de deux copies du SST2 qui est impliqué dans la sécrétion de ces enzymes peut expliquer la
destructuration tissulaire qui suit les symptomes de taches humides et d’hyperplasie suite
a linfection par X. citri subsp. citri, ce qui n'est pas observé lors de linfection par

X. fastidiosa. X. campestris pv. campestris (tableau 3) possede encore plus de génes
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TonB-dépendants (TBDR) (d’aprés Schalk et al., 2004). Le complexe sidérophore-Fe*" du
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transporteur ABC. Puis, le récepteur TonB-dépendant régule ’induction de la transcription
des génes de consommation du fer. Le processus suivant est initié par la liaison du
complexe sidérophore-Fe** au transporteur TonB-dépendant, et implique plusieurs
composants : ’extension N-terminale au récepteur TonB-dépendant, la protéine sigma-
régulatrice de la membrane interne et le facteur sigma ECF cytoplasmique. Les fonctions
de transport et d’induction nécessitent la transduction d’énergie par le complexe
TonB/ExbB/ExbD dans la membrane interne. Le complexe sidérophore-Fe® lié au
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TonB-box. Quand le niveau de fer intracellulaire est haut, le répresseur transcriptionnel
Fur se lie aux ions ferreux Fe2'". Le complexe Fur-Fe2" réprime la transcription des genes

de consommation du fer.



codant des enzymes dépolymérisantes que X. citri subsp. citri, cela pourrait expliquer le
fait que X. campestris pv. campestris provoque beaucoup plus de symptomes de pourriture

sur ses hotes que X. citri subsp. citri (da Silva et al., 2002).

3. Systémes d’acquisition du fer et du sucre

3.1 Systeme d’acquisition du fer

Le fer ferrique (Fe®*) est indispensable a toute forme de vie en général et a la vie
des bactéries phytopathogenes en particulier. Cependant, du fait de sa faible solubilité en
aérobiose et a pH 7, le Fe* n’est que faiblement biodisponible (Braun et Killmann, 1999).
Cette faible disponibilité a imposé aux bactéries de développer des systéemes de captation
du Fe* extrémement efficaces pour solubiliser et acquérir ce métal nécessaire a leur
métabolisme. Ainsi, les bactéries a Gram- synthétisent des composés complexant le fer,
appelés sidérophores, qui sont sécrétés et lient le Fe®" extracellulaire avec une haute
affinité. Les complexes Fe*'/sidérophores sont ensuite transportés dans la cellule, via des
systémes de transport spécifiques, ol le fer est relargué sous forme réduite Fe?* pour étre
incorporé aux centres réactionnels de protéines ou servir de cofacteur de réactions
enzymatiques (Braun et Killmann, 1999). La capture des complexes Fe*'/sidérophores se
fait par Uentremise d’un processus énergétique impliquant des récepteurs/transporteurs
de la membrane externe et les protéines TonB, ExbB et ExbD localisés dans la membrane
cytoplasmique (figure 24). La protéine TonB transmet la force motrice de la membrane
cytoplasmique au récepteur qui est dit TonB-dépendant (TBDR) (Schalk et al., 2004).
L’analyse du génome de X. campestris pv. campestris a permis d’identifier 72 TBDRs in
silico (Meyer, 2005; Blanvillain et al., 2007). Les genes d’acquisition du fer sont régulés
par la protéine régulatrice Fur (Ferric-Uptake Regulator). Fur est un répresseur pouvant se
lier & UADN et utilisant le Fe?" intracellulaire comme corépresseur. La protéine Fur a été
isolée chez divers Xanthomonas (Loprasert et al., 1999). En situation de carence en fer, le
Fe” se dissocie de la protéine Fur, libérant le promoteur ce qui permet la transcription des
genes impliqués dans la transport du fer (Hantke, 2005). L’analyse du génome de X.
fastidiosa a également révélé U'existence des génes codant des récepteurs pour plusieurs
sidérophores et les protéines TonB, ExbB, ExbD et Fur (Simpson et al., 2000; Bhattacharyya
et al., 2002). En intervenant dans le métabolisme des bactéries, le fer a donc un role
indirect dans le pouvoir pathogene, mais il peut aussi étre un déterminant direct de la

virulence (Ratledge et Dover, 2000; Blanvillain et al., 2007).
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Figure 25: X. campestris pv. campestris, souche LMG568 (ATCC33913), enchassée
dans sa matrice exopolysaccharidique (d’aprés Meyer, 2005). (A) Colonies muqueuses
sur milieu gélosé riche en sucres. (B) Vue du réseau de xanthane en microscopie

électronique a transmission (grossissement x25 000) (photograpie : J. Vasse).
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Figure 26 : Organisation de l'unité répétée de xanthane (d’aprés Katzen et al., 1998).

Le xanthane est constitué d’une unité répétée pentasaccharidique substituée de facon
variable. Cette unité est formée d’un squelette disaccharidique de B1-4 D-glucose sur
lequel est branché en B1-3 une chaine trisaccharidique [mannose (B81-4) acide gucuronique

(a1-2) mannose]. Les résidus mannose peuvent étre acétylés ou pyruvylés.



3.2 Systémes d’acquisition du sucre

L’acquisition de sucre passe par la dégradation de la paroi végétale fournissant une
ressource énergétique importante pour le métabolisme bactérien. Pour capter ces sucres
de Uenvironnement, les bactéries utilisent un systéme PTS (sugar PhosphoTransferase
System) couplant une phosphoprotéine énergétique et une enzyme spécifique d’un sucre
(Reizer et al., 1999). X. citri subsp. citri et X. campestris pv. campestris possédent un
systeme PTS spécifique du glucose et un systéeme PTS spécifique du fructose (da Silva et
al., 2002). Chez X. citri subsp. citri, rpfN, premier gene en aval du « cluster » PTS du
fructose ; est impliqué dans la régulation des déterminants du pouvoir pathogene (Tang et
al., 1990). Ce gene code une porine de la membrane externe, similaire a OprB de
Pseudomonas aeruginosa intervenant dans [’acquisition de carbohydrates, principalement
du fructose (Wylie et Worobec, 1995). En complément de ces systemes, X. citri subsp. citri
pourrait internaliser des oligogalacturonides via des transporteurs spécifiques codés par
exuT et kdgT (Moreira et al., 2004). Chez Erwinia chrysanthemi, ces protéines ExuT et
KdgT transportent les produits de dégradation de la pectine (acide galacturonique et acide
cétodésoxyuronique) a U'intérieur de la cellule bactérienne. Une fois dans la bactérie, ces
sucres sont catabolisés puis convertis en énergie ou utilisés dans le métabolisme ou comme
inducteurs des enzymes de dégradation de la pectine (Pel) (Hugouvieux-Cotte-Pattat et
al., 1996). Chez X. campestris pv. campestris, un TBDR transporte le sucrose avec une trés
forte affinité. Ce TBDR interagit avec un transporteur situé dans la membrane interne, une
amylosucrase, et un régulateur pour pouvoir utiliser le saccharose (Blanvillain et al.,
2007).

4. Synthése de la matrice d’exopolysaccharides

Les EPSs produits par les bactéries du genre Xanthomonas sont appelés xanthane
(figure 25). Il s’agit de polymeres d’unités pentasaccharidiques répétées assemblées par
addition séquentielle de glucose-1-phosphate, glucose, mannose, acide glucuronique et de
mannose (figure 26) (Katzen et al., 1998; Vojnov et al., 2001). L’assemblage des unités
pentasaccharidiques, la polymérisation et ’export du xanthane sont dirigés par un cluster
de 12 génes (16 kb) appelé xps/ ou gum (gumB a M) (figure 27). Les mutants gumD
n’accumulent aucun des intermédiaires de la voie de biosynthése du xanthane. Le gene
gumbD code en effet la glycosyltransférase |, premiere enzyme de cette voie de biosynthese
dont Uactivité enzymatique est localisée au niveau C-terminal (Katzen et al., 1998; Vojnov
et al., 2001).

La synthese de xanthane est importante pour assurer lintégrité structurale du

biofilm par différents mécanismes tels que ’interaction avec des composants de la surface
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cellulaire bactérienne comme les glycoprotéines ou d’autres polysaccharides (Davey et
O'Toole, 2000; Dow et al., 2003). Chez X. oryzae pv. oryzae, les EPSs ont été associés a la
virulence en favorisant ’adhésion a la surface des feuilles de ’hote (Dharmapuri et Sonti,
1999). Il a aussi été montré que les xanthanes de X. campestris pv. campestris ont un role
dans U’adsorption de la bactérie sur des surfaces végétales hydrophiles (Hsu et al., 2004).
La production de xanthane étant un processus trés demandeur d’énergie, de
nombreux genes sont impliqués dans sa régulation (Vojnov et al., 2001). L’étude de
mutants a permis de mettre en évidence ’existence d'au moins deux systemes régulant la
production de xanthane chez les Xanthomonas (Poplawsky et Chun, 1998; Poplawsky et al.,
1998). Il s'agit des systémes rpf et pig fonctionnant tous deux par un mécanisme de

régulation de type quorum sensing (QS) (Diggle et al., 2007).

5. Systémes de régulation

5.1 Le Quorum Sensing

Le QS est un mécanisme de communication bactérien de cellule a cellule
permettant aux bactéries d’agir de maniere coordonnée, tirant avantage du groupe pour
survivre, se multiplier et coloniser un hote (Keller et Surette, 2006; West et al., 2006;
Diggle et al., 2007). Ce phénomene inter- ou intraspécifique implique la sécrétion et
’échange de molécules de signalisation extracellulaires entre les membres d’une
population confinée (Sperandio, 2004). Les bactéries phytopathogenes peuvent utiliser les
signaux pour réguler par QS une large gamme de comportements comme la mobilité, la
résistance a la lumiere UV, la synthese d’EPS, la production d’exoenzymes mais aussi la
bioluminescence, le transfert horizontal d’ADN, et la formation de biofilms (figure 28)
(Diggle et al., 2007).

La régulation par QS nécessite deux éléments principaux :

* une molécule signal,
= un régulateur transcriptionnel.

Les N-Acyl-homosérines lactones (N-AHLs) sont les molécules signal les plus
couramment rencontrées. Le role de facteurs diffusibles tels que les N-AHLs de faible poids
moléculaire dans la régulation de différents processus physiologiques clés de la virulence a
été mis en évidence chez de nombreux genres bactériens pathogenes (Poplawsky et Chun,
1997; Poplawsky et al., 1998; Newman et al., 2004). A une certaine concentration
bactérienne, la molécule signal atteint un niveau seuil et se lie au régulateur
transcriptionnel qui active ou réprime U'expression de génes cibles. La transcription des

molécules de QS est dite «densité-dépendante », elle n’est en effet activée que
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du DSF et la transduction du signal. Les numéros des ORF (Open Reading Frame) dans le
génome de X. campestris pv. campestris ATCC33913 sont indiqués. (B) La perception de
DSF, et peut-étre aussi d’un facteur environnemental, se fait au niveau du domaine
senseur de RpfC qui possede cing hélices transmembranaires et induit son
autophosphorylation. L’autophosphorylation de RpfC déclenche une cascade de
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impliqués dans la biosynthese du DSF.

rpf, regulators of pathogenicity factors ; DSF, Diffusible Signal Factor ; ME, membrane

externe ; MI, membrane interne.



lorsqu’une densité limite de cellules est atteinte (Keller et Surette, 2006; Diggle et al.,
2007).

Les bactéries du genre Xanthomonas utilisent des facteurs diffusibles de nature
chimique différente des précédentes et ayant un certain nombre de spécificités. Deux de
ces facteurs, DF (Diffusible Factor) et DSF (Diffusible Signaling Factor), ont été identifiés
chez de nombreuses souches de Xanthomonas dont X. campestris pv. campestris, X.
fuscans subsp. fuscans et X. axonopodis pv. manihotis (Dow et al., 2000; Jacques et al.,
2005). Le facteur diffusible DSF ne se comporte pas comme un auto-inducteur
contrairement a certaines N-AHLs, il est produit tout au long de la croissance (Crossman
et Dow, 2004). Deux loci sont impliqués dans la synthese et la régulation des facteurs
diffusibles DF et DSF : pig identifié chez la souche B24 de X. campestris pv. campestris et
rpf identifié chez la souche 8004 de X. campestris pv. campestris, respectivement
(Poplawsky et al., 1998).

5.2 Systéme rpf

La région rpf (Regulation of Pathogenicity Factors) (22,1 kb) est formée de 7 unités
transcriptionnelles (rpfA a rpfG) (figure 29). L’opéron rpf, et plus particulierement les
genes rpfF et rpfB, gouverne la production du facteur diffusible DSF régulant la production
d’enzymes extracellulaires (protéases, endoglucanases et polygalacturonases liases) et de
xanthane chez les bactéries du genre Xanthomonas telles que X. citri subsp. citri et X.
campestris pv. campestris (Poplawsky et al., 1998; Dow et al., 2003; Fouhy et al., 2006).
Les mutants altérés dans les génes rpfF et rpfB sont caractérisés par une diminution
importante de la production de DSF (de 70 a 80%), d’enzymes extracellulaires et de
xanthane (de 30 a 50%) et ne peuvent donc pas former de biofilms (Newman et al., 2004).
La synthese de xanthane peut étre au moins partiellement restaurée chez les mutants
altérés dans les genes rpfF ou rpfB par ajout de DSF dans le milieu ou par
complémentation génique intracellulaire (Poplawsky et Chun, 1998). La perception de DSF
et la transduction du signal impliqueraient un systéme de régulation a deux composantes
codé par U'opéron rpfGHC adjacent (Crossman et Dow, 2004). RpfC est un senseur
complexe de type histidine kinase comportant des domaines senseur et régulateur
confondus et un domaine dit HPt (Phosphotransfert d’Histidine) au niveau C-terminal
permettant une autophosphorylation. RpfG est une protéine de type phosphohydrolase
métal-dépendante contenant un domaine pouvant s’associer avec le domaine régulateur
de RpfC (Crossman et Dow, 2004). La protéine RfpC agit comme répresseur des genes rpfB
et rpfF et donc de la production de DSF alors que RpfG est un activateur impliquant le

renversement partiel de la répression RfpC-dépendante. L’un des signaux
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environnementaux percus par RfpC est la molécule DSF elle-méme (Slater et al., 2000;
Crossman et Dow, 2004). Le modéle de régulation serait alors le suivant :
= perception et reconnaissance de DSF par RpfC entrainant son
autophosphorylation,
» activation de RpfG par phosphorelais via le domaine HPt de RpfC,
» transduction du signal par RpfG et activation de la production de DSF.

Le gene rpfF semble réguler de facon positive la production de xanthane par
’activation de la transcription de ’opéron gum dont il est le promoteur. L’ajout de DSF
exogéne dans le milieu augmente de facon significative ’expression de ’opéron gum
(Katzen et al., 1998; Vojnov et al., 2001; Crossman et Dow, 2004). L’expression du gene
gumD est fortement diminuée (de 50 a 75%) chez les mutants altérés dans un gene du
cluster rpf, démontrant que la production de xanthane et Uexpression de ’opéron gum
sont liées.

La dispersion des biofilms semble étre elle aussi sous le controle du cluster rpf.
Dans des milieux de culture riches, les mutants altérés dans les génes rpfF, rpfG et rpfC
sont agrégés, contrairement aux individus sauvages, ’ajout de DSF exogene dans le milieu
entrainant la dispersion de ces agrégats (Dow et al., 2003). Une enzyme de type endo-B-
(1,4)-mannanase (ManA) a été identifiée, elle permet aux bactéries de revenir a un mode
de vie planctonique en réponse a DSF (Crossman et Dow, 2004). L’interaction de la matrice
d’EPSs avec les cellules bactériennes (et donc la formation d’un biofilm) n’est efficace que
si les composants de la paroi cellulaire possedent un squelette de type B-(1,4)-mannane.
La formation de biofilms sous-entend donc linactivation de cette enzyme. Le systeme
rpf/DSF aurait donc un réle tant dans la formation que dans la dispersion des biofilms,
étape indispensable a la colonisation endophyte de I’hote (Dow et al., 2003; Crossman et
Dow, 2004; Fouhy et al., 2006; Diggle et al., 2007).

5.3 Systéme pig

La région pig (18,6 kb) identifiée chez X. campestris pv. campestris se compose de
7 unités transcriptionnelles (pigABCDEFG) (Poplawsky et Chun, 1997; Poplawsky et al.,
1998; Poplawsky et al., 2000). L’orf3 du cluster pigB (2.3 kb) est impliqué, chez les
Xanthomonas, dans la synthese du facteur diffusible DF régulant la production de xanthane
et de xanthomonadine (Poplawsky et Chun, 1998; Poplawsky et al., 1998). En effet,
Uintroduction de ce géne chez des bactéries telles que les Pseudomonas sp. leur confere la
capacité a produire la xanthomonadine (Poplawsky et Chun, 1997). L’organisation et la
composition de cette région pig ont également été étudiées chez X. oryzae pv. oryzae qui

a permis U'identification de 14 orfs dont au moins cing d’entre elles sont indispensables a
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Figure 30 : Organisation du cluster pig chez X. oryzae pv. oryzae (d’aprés Goel et al.,

2002). Les fleches noires représentent les 14 orfs identifiées dans une région de 20,30 kb.
La direction des fleches indique ’orientation des genes. Les fleches blanches représentent
deux ISs, ISXo3 et ISXo4. Des mutants ont été construits Les cercles situés au-dessus des
orf indiquent une mutation par insertion. Seules les mutations indiquées par un cercle
plein noir ont empéché la synthese de xanthomonadine chez le mutant concerné. Une
mutation de Uorf4 affecte le transport du pigment vers la membrane externe mais ne

modifie pas le phénotype des colonies.
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Figure 32 : Tailles des lésions observées 10 a 15 jours aprés inoculation des feuilles de
riz sensible (cultivar Taichung Native-1) avec les souches de X. oryzae pv. oryzae
(BX0O43), d’un mutant déficient dans sa capacité a produire la xanthomonadine (BX065)

et du mutant restauré dans sa fonction (BX01704) (d’aprés Goel et al., 2001).



la synthése de xanthomonadine (orf3, orf4, orfé, orf7 et orf10)(figure 30) (Goel et al.,
2002)

L’étude de la séquence nommé pigB chez la souche B24 de X. campestris pv.
campestris (Poplawsky et al., 2005) a permis d’isoler deux ORFs (Open Reading Frame) :
xanB1 (codant une protéine de type réductase/halogenase) et xanB2 (codant une protéine
de type deoxygénase ptéridine-dépendante). Les enzymes de type desoxygénases
ptéridine-dépendantes ont pour fonction l’oxydation d’un hydroxyle en groupement kétone
dans différentes voies métaboliques. DF a une structure de type butyrolactone avec des
groupements kétones en C1 et C7. Le role de xanB2 serait U’oxydation du C7 d’un
précurseur de DF entrainant la production d’un groupement kétone et la formation de la
molécule DF finale. Cette étape serait importante pour permettre la reconnaissance du
signal et donc l’induction de la production d’EPSs (Poplawsky et al., 2005).

Les mutants altérés dans leurs capacités a produire de la xanthomonadine chez X.
campestris pv. campestris présentent, in planta, une survie limitée au niveau de la
phyllosphére se traduisant par des populations de tailles largement inférieures aux
populations de souches sauvages et aux populations mutantes complémentées (figure 31).
La xanthomonadine est donc nécessaire au maintien des populations épiphytes (Poplawsky
et Chun, 1998; Poplawsky et al., 2000). Chez X. oryzae pv. oryzae, un mutant déficient
dans sa capacité a produire de la xanthomonadine est moins agressif sur les feuillles de riz
(figure 32) (Goel et al., 2001).

Cependant, chez les mutants pig, les productions de xanthane et de
xanthomonadine peuvent étre restaurées par complémentation intracellulaire
(introduction d’un plasmide contenant un systeme pig fonctionnel), ou extracellulaire (par
croissance a proximité de souches mutées au niveau d’une autre unité transcriptionnelle
ou non mutée ou par ajout du facteur diffusible DF dans le milieu) (Poplawsky et Chun,
1997; Poplawsky et al., 1998; Poplawsky et al., 2000). DF agit donc comme un signal pour
Uinitiation de la production de xanthane. L’inactivation transcriptionnelle du géne pigB a
pour conséquence une diminution importante de la synthese de DF et par voie de
conséquence de la production de xanthane et de xanthomonadine chez les souches

mutantes (Poplawsky et Chun, 1997).

6. Génes hrp et fonctions associées

Les interactions entre une plante et un agent phytopathogene sont soit compatibles
soit incompatibles (Vivian et Arnold, 2000). L’incompatibilité se manifeste par une
réaction hypersensible (HR) qui a comme conséquence de limiter séverement le

développement de ’agent pathogene. Celui-ci, par Uintermédiaire de ses éliciteurs ou
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Figure 33: Modéle génétique de l’interaction géne pour géne (d’aprés Flor, 1971).

Cette figure représente les modalités d’interaction entre les genes de résistance de la

plante et les genes d’avirulence de l’agent pathogene. R, gene de résistance alléle

dominant ; r, géne de résistance alléle récessif ; Avr, géne d’avirulence alelle dominant ;

avr, gene d’avirulence alléle récessif ; Compatible = maladie ; Incompatible = résistance.



PAMPS (Pathogen-Associated Molecular Patterns) est détecté par les PRRs (Pattern
Recognition Receptors) de la plante ce qui déclenche les réactions de défense se
matérialisant par la mort des cellules autour du site d'infection en quelques heures
seulement (Goodman et Novacky, 1994). Phénotypiquement la mort des cellules (nécrose)
est localisée. Il est admis que la nécrose circonscrit ’agent pathogene et entrave sa
dissémination dans la plante (Lam et al., 2001).

On parle d’incompatibilité de basedans le cas d’une interaction agent
pathogene/plante non hote et d’incompatibilité spécifique dans le cas d’une interaction
agent pathogene/plante hote résistante. Dans ce dernier cas, l’agent pathogéne est
qualifié d’avirulent. Seule lUinteraction entre un agent pathogéne et une plante hote
sensible constitue une réaction compatible. L’agent pathogene peut surmonter les
défenses de la plante héte, et finalement engendrer les symptomes de la maladie a travers
la production de toxines, d’enzymes extracellulaires et/ou d'autres facteurs (Goodman et
Novacky, 1994).

Concernant les bactéries phytopathogénes, des genes impliqués dans ces
interactions compatibles et incompatibles ont été identifiés et désignés sous le terme de
genes hrp (pour « hypersensitive reaction and pathogenicity ») et genes avr (avirulence).
Les génes hrp déterminent U'issue de Uinteraction plante / bactérie, tandis que les genes
avr déterminent sa spécificité (Cornelis, 2006; Gurlebeck et al., 2006). La résistance a
travers la réaction d’hypersensibilité est le résultat d’une interaction « géne pour géne »,
pour laquelle un géne avr (de I’agent pathogene) correspond a un gene de résistance « R »
(de la plante) (figure 33) (Flor, 1971). L'interaction directe ou indirecte entre les produits
de ces deux genes conduit a la résistance. L'absence ou l'altération de l'un ou lautre des

genes conduit au développement de la maladie.

6.1 Découverte des genes hrp, systéme de sécrétion de type 3

Les genes hrp qui codent le systeme de sécrétion de type 3 (SST3) ont été
découvert chez Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Lindgren et al., 1986). Des
mutants dans les génes hrp sont incapables d’induire la réaction hypersensible sur plantes
hotes résistantes ou sur plantes non-hotes, et sont également incapables de déclencher la
maladie sur plantes sensibles (Lindgren, 1997). L’expression des génes hrp, induite in
planta, permet la mise en place du SST3. Ce SST3 a été identifié chez de nombreuses
bactéries phytopathogénes (Xanthomonas sp., Ralstonia sp., Pseudomonas sp., Erwinia sp.,
Pantoea sp.), et chez des bactéries pathogenes de ’homme et des animaux (Salmonella
sp., Yersinia sp., Shigella sp., Burkholderia sp., Escherichia coli). Il a également été mis

en évidence chez des bactéries non-pathogenes du genre Pseudomonas et des bactéries
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Figure 34 : Représentation schématique des deux types de régions hrp rencontrés chez
les bactéries phytopathogénes (d’aprés Buttner et Bonas, 2003). Les régions
contiennent les genes hrp, hrc et hpa (représentés respectivement en bleu, rouge et vert).
Les fleches indiquent le sens de la transcription. Des ronds noirs et des carrés noirs se
réferent respectivement a la présence de boites PIP et de boite hrp. Les boites hachurées
correspondent aux genes a faible teneur en G + C %. Les boites jaunes correspondent a des

éléments génétiques mobiles.



symbiotiques du genre Rhizobium (He et al., 2004; Cornelis, 2006; Desveaux et al., 2006;
Grant et al., 2006).

6.2 Organisation des génes hrp

En régle générale, les génes hrp sont chromosomiques chez les bactéries du genre
Xanthomonas, Erwinia et Pseudomonas, mais ils sont portés par un mégaplasmide chez les
bactéries du genre Ralstonia (Boucher et al., 2001). Ils sont regroupés dans une région (de
22 a 35 kb) contenant plus de 20 genes organisés en 6 a 8 opérons. Parmi ces genes hrp,
neuf ont été renommés hrc (hrp conserved) car ils sont conservés chez toutes les bactéries
phytopathogenes qui les possedent, mais aussi chez certaines bactéries pathogenes des
animaux (Bogdanove et al., 1996). Les produits de certains genes hrp sont sécrétés par le
SST3 et dirigent le transfert de protéines de virulence bactériennes (effecteurs de type 3)
dans les cellules de la plante hote (Buttner et Bonas, 2003; Desveaux et al., 2006; Grant et
al., 2006). Le terme d’effecteur de type 3 a été proposé afin d’englober toutes les
protéines qui transitent vers la plante via le systéeme hrp, ou ils fonctionnent en tant
qu’éliciteurs ou facteurs de virulence (van Dijk et al., 1999). Alfano et Collmer (1997) ont
classé les bactéries phytopathogeénes en deux groupes (figure 34), en se basant sur des
similarités de structure et de régulation d’expression des genes hrp :

» groupe | : E. amylovora et P. syringae (SST3 - Famille Hrp1 ; Cornelis, 2006),
= groupe Il : R. solanacearum et Xanthomonas spp. (SST3 - Famille Hrp2 ;
Cornelis, 2006).

Ces deux groupes se différencient principalement par leur systeme de régulation
(Alfano et Collmer, 1997; Lindgren, 1997). Les génes hrp du groupe | sont activés par le
facteur sigma HrpL, alors que les genes hrp du groupe Il sont activés par un régulateur
transcriptionel de la famille AraC, HrpB pour R. solanaceraum et HrpX pour X. campestris
(Wei et Beer, 1995; Wengelnik et Bonas, 1996).

Les genes hrp/hrc sont regroupés dans des ilots du pouvoir pathogene chez
certaines bactéries phytopathogenes (Kim et al., 2003). Ces ilots sont caractérisés par la
présence de nombreux genes associés au pouvoir pathogene, un pourcentage C+G plus bas
par rapport au reste du génome et ils sont bordés par des éléments génétiques mobiles (IS)
et des ARNt (Brunings et Gabriel, 2003; Brunings et Gabriel, 2003). Le séquencage des
génomes de Ralstonia solanacearum, X. campestris pv. campestris, X. citri subsp. citri et
P. syringae pv. tomato établit la présence de ces ilots (Lavie et al., 2004). Les séquences
en amont et en aval de cette région montrent des variabilités entre les différentes especes

de Xanthomonas spp. (Buttner et Bonas, 2003).
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Figure 35 : Pilus du systéme de sécrétion de type 3 (d’aprés Troisfontaines et Cornelis
2005). (A) Injectisome au repos. Les deux anneaux forment le corp basal du SST3 sont
représentés ainsi que le pilus avancant a lextérieur de la bactérie. Les effecteurs et le
translocon sont stockés au sein du cytosol de la bactérie. (B) Injectisome en action. Le
translocon forme un pore dans la membrane de la cellule cible et les effecteurs peuvent
alors étre transféré dans le cytosol de cette cellule cible. (C) Photographie de la surface

d’une cellule de Yersinia enterocolitica et ses pilus observés au microscope électronique.

B’

Figure 36 : Photographie en microscopie électronique des pili hrp de X. axonopodis pv.
vesicatoria (d’aprés Weber et al., 2005). (A) Marquage du pilus hrp avec un anticorps
anti-HrpE marqué a Uor. La structure non marquée est un flagelle. Les points noirs dans le
pilus hrp sont des particules d’or de 10 nm de diamétre. (B) Détection des pili hrp dans un
mutant hrpF démontrant que sa synthese ne dépend pas du translocon. La détection du
pilus se fait par coloration négative de la bactérie a I’acide phosphotungstique 2% apres

culture sur la grille de microscopie en milieu minimum. Barre d’échelle = 200 nm.



6.3 Structure et réle du systéeme de sécrétion de type 3

Le SST3 est spécialisé dans la sécrétion de protéines dans le cytosol de la cellule de
la plante grace notamment a une structure filamenteuse extracellulaire, le pilus (figure
35) (Hueck, 1998; Vivian et Arnold, 2000; Troisfontaines et Cornelis, 2005; Cornelis, 2006).
Ce pilus a été identifié chez plusieurs bactéries pathogenes des plantes dont P. syringae
pv. tomato, E. amylovora, R. solanacearum et X. axonopodis pv. vesicatoria. La protéine
majeure constitutive de ce pilus est codée par hrpE chez X. axonopodis pv. vesicatoria
(figure 36) (Weber et al., 2005; Weber et Koebnik, 2006; Weber et Koebnik, 2006). Le pilus
a un diamétre d’environ 6 a 8 nm (Van Gijsegem et al., 2000) et peut s’étendre de
plusieurs micrometres (Romantschuk et al., 1991). Il sert de conduit pour sécréter les
protéines effectrices dans la cellule végétale (Brown et al., 2001). Récemment les opérons
hrpE et hrpD ont été décrits chez X. axonopodis pv. vesicatoria (Weber et al., 2007).
L’opéron hrpD contient les genes hrcQ, hrcR, hrcS et hpaA, tandis que hrcD, hrpDé et hrpE
appartiennent a "opéron hrpE. Le site de début de la transcription de l'opéron hrpE a été
repéré et présente un promoteur en amont de hrcD qui contient une boite PIP (« Plant-
Inducible Promoter »). Les structures secondaires des ARNm sont conservées dans la région
intergénique entre hrpD6 et hrpE suggérant qu’il existe une régulation post-
trancriptionnelle d’hrpE (Weber et al., 2007).

Un autre élément est requis pour la sécrétion des effecteurs dans la cellule hote, il
s’agit du translocon. Celui-ci est sécrété a ’extrémité du pilus et forme une structure telle
un canal au niveau de la membrane plasmique de U’hote. Il permettrait le transfert des
effecteurs dans le cytoplasme de la cellule (Wei et al., 2000). Le gene hrpF de
X. axonopodis pv. vesicatoria est le premier géne connu codant le translocon. Des études
révelent que HrpF n’est pas nécessaire pour la sécrétion in vitro mais qu’il est
indispensable pour une interaction avec la plante. Les mutants affectés dans le géne hrpF
ne sont pas capables de croitre, de causer des symptomes sur plantes sensibles ou
d’induire une HR sur plante résistante (Buttner et Bonas, 2002). Les mutants hrpF
sécrétent les protéines via le SST3 dans le milieu de culture, mais ne peuvent plus
transloquer les protéines dans les cellules végétales (Rossier et al., 2000). De plus, HrpF
peut former des pores dans des bicouches lipidiques artificielles, ce qui est congruent avec
un role de translocateur (Buttner et al., 2002). Il a été montré récemment chez X. oryzae
pv. oryzicola qu’un mutant dans le gene hrpF était incapable de produire une HR sur tabac
et des symptomes sur des plants de riz adultes alors qu’il était toujours capable de
produire des symptomes de type « water-soaking » sur des plantules de riz (Zou et al.,
2006).
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D’autres genes du « core » du systéeme comme les protéines HrcS, HrcT et HrcR,
participent a la formation du SST3 chez X. axonopodis pv. vesicatoria et ils sont essentiels
pour la sécrétion de protéines in vitro (Rossier et al., 2000). Il en est de méme pour HrcJ
chez P. syringae pv. syringae (Deng et Huang, 1999). La protéine HrpB2 est elle aussi
requise dans la sécrétion via le SST3 et impliquée dans la colonisation (Rossier et al.,
1999). Chez P. syringae pv. syringae, le systéme de SST3 est nécessaire a la multiplication
et probablement a la survie de l’agent pathogene sur son hote le haricot (Hirano et al.,
1997; Hirano et al., 1999). Des mutants de P. syringae pv. syringae affectés dans les genes
hrcC et hrpJ sont altérés dans leurs capacités a coloniser non seulement la surface foliaire
mais aussi les espaces intercellulaires (Deng et Huang, 1999).

Les genes hpa (hrp-associated) contribuent a lUinteraction avec la plante héte
(Buttner et Bonas, 2002) et peuvent jouer un role dans le pouvoir pathogéne comme cela a
été montré pour hpaB chez X. oryzae pv. oryzae ou hpaR chez X. campestris pv.
campestris (Wei et al., 2007). L'analyse de la région de hpaB-hrpF a montré qu’elle
comprend des genes codant un nouveau facteur de virulence HpaE, un effecteur XopF1, et
deux protéines de fonctions inconnues, HpaD et Hpal (Buttner et al., 2007). Les analyses
de transcription ont montré que ces genes sont co-exprimés avec les genes hrp et que
hpaD, hpal, et xopF1 forment un nouvel opéron. Des analyses in vitro et in vivo ont révélé
qu’un fonctionnement efficace du SST3 et de la translocation de XopF1 étaient dépendants
d’une protéine chaperone HpaB et de HpaH, laquelle contribue spécifiquement a la
sécrétion d'un certain nombre deffecteurs (Buttner et al., 2007). Il semble donc que la
sécrétion efficace d’effecteurs chez X. axonopodis pv. vesicatoria exige la contribution de

plusieurs protéines Hpa.

6.4 Fonctionnement et régulation du SST3

Le SST3 est un systeme sec - indépendant, c'est-a-dire que la sécrétion des
protéines par Uappareil est réalisée sans que celles-ci ne présentent un signal
d’exportation en N-terminal comme c’est le cas pour les SST2 et 4 dits sec - dépendant.
Cependant, il a été proposé qu’un signal de sécrétion soit localisé dans les 15 premiers
codons de I’ARN messager codant pour les protéines sécrétées (Hueck, 1998). L’activation
du systéeme de sécrétion nécessite un contact de la bactérie avec la cellule végétale et il
n’est pas spécifique d’un agent pathogéne pour une plante hote donnée. Ce sont les
effecteurs transportés par cette structure qui leur confére une spécificité d’hote (Brunings
et Gabriel, 2003).

La sécrétion de nombreuses protéines effectrices requiert Uintervention de

protéines chaperonnes. Ces protéines chaperonnes conferent une stabilité de conformation
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des effecteurs, préservant ainsi leurs fonctions biochimiques (Hueck, 1998). Les protéines
chaperonnes étaient encore récemment peu connues chez les bactéries pathogenes de
plantes mais leur présence est de plus en plus fréquemment signalée (Buttner et al.,
2007). Ainsi, Wehling et ses collaborateurs ont démontré que la protéine HopPtoV de P.
syringae pv. tomato est sécrétée dans la cellule hote via le SST3 de maniere dépendante
de la protéine chaperonne ShcV (Wehling et al., 2004).

Les protéines impliquées dans la régulation des genes hrp varient suivant les
différents groupes d’agents pathogenes. Chez X. axonopodis pv. vesicatoria, |’expression
des genes hrp est controlée par HrpX, un activateur transcriptionnel de la famille AraC,
lui-méme activé par HrpG, activateur transcriptionnel de la famille OmpR d’un systeme
régulateur a deux composantes (Wengelnik et al., 1996; Noel et al., 2001). Les deux genes
hrpG et hrpX, proches 'un a Uautre et situés a Uexterieur de la région hrp, ont des
régions promotrices différentes. Un systeme de réception/transduction de signal non
encore caractérisé (figure 37), situé au niveau de U’enveloppe de la bactérie transmet un
signal a HrpG sous U'influence de stimuli environnementaux. HrpG active alors |’expression
de hrpA et, via HrpX, Uexpression de hrpB-hrpF. Les régions promotrices de hrpB, hrpC,
hrpD et hrpF contiennent une boite PIP (TTCGC-N15-TTCGC) qui correspondrait au site de
fixation de la protéine HrpX (Wengelnik et al., 1996; Koebnik et al., 2006). De plus,
’expression de tous les génes hrp étant supprimée pour les mutants hrpgG, il est admis que
HrpG est une protéine de réponse régulatrice, mais également la premiere protéine
impliquée dans la cascade de régulation pour l'activation des génes hrp comme cela a été
mis en évidence chez R. solanacearum (Wengelnik et al., 1996)

Des boites PIP ont également été identifiées chez X. campestris pv. campestris et
X. citri subsp. citri dans les promoteurs des genes hrp et de genes codant des protéines
présentant des homologies de séquences avec des enzymes de dégradation de la paroi
végétale, des protéases et un récepteur de Fer (da Silva et al., 2002). Ainsi, on compte
respectivement 17 et 20 génes potentiellement régulés par HrpX chez X. campestris pv.
campestris et X. citri subsp. citri (da Silva et al., 2002).

Chez R. solanacearum, la régulation des genes hrp se fait via HrpG et HrpB,
respectivement homologues a HrpG et HrpX de Xanthomonas (Genin et al., 1992; Brito et
al., 1999). L’étude du génome a révélé un motif particulier, la boite hrp; (TTCG-Nqe-
TTCG), responsable de l’activation du SST3 et de genes effecteurs par HrpB (Cunnac et al.,
2004). De plus, il a été montré que les génes hrp pouvaient étre activés spécifiquement
par la protéine de la membrane externe PrhA (Plant regulator of hrp genes) suite a un
contact avec la plante (Marenda et al., 1998). Cette protéine semble étre au sommet de la

cascade de régulation conduisant a Uexpression des genes hrp. PrhA présente des
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Figure 38 : Combinaison de mutations des génes hrpZ1, hrpW1, hopAK1 et hopP1 chez
P. syringae pv. tomato DC3000 (d’aprés Kvitko et al., 2007). (A) Elicitation de la HR
24h apres infiltration des feuilles de tabac. Les souches sont infiltrées avec quatre
concentrations différentes (3x10° UFC mL™", 1x10® UFC mL™, 5x10” UFC mL", 1x10” UFC mL’
"). Les souches qui engendrent une HR sont encadrées. (B) Quantification des tailles des

populations bactériennes apres inoculation de feuilles de tomates.



similarités de séquence avec les récepteurs de sidérophores TonB-dépendants et pourrait
agir comme un senseur d’une molécule non-diffusible, originaire de la paroi de la cellule
végétale (Aldon et al., 2000; Brito et al., 2002). Un gene prhA a été identifié pour la
premiere fois chez un Xanthomonas, X. oryzae pv. oryzicola, ou il joue un role essentiel
quant au phénotype associé aux genes hrp. Il se situe a Uextérieur des régions hrp
impliquées dans la sécrétion et dans la régulation du SST3 (Zou et al., 2006). Un mutant
prhA” est incapable d’induire une HR sur tabac et n’est pas capable d’engendrer des

symptomes sur des plants de riz adultes (Zou et al., 2006).

7. Effecteurs du systéme de sécrétion de type 3

7.1 Harpines

La premiére harpine HrpN a été isolée chez E. amylovora. Depuis d’autres harpines
ont été identifiées chez de nombreuses bactéries phytopathogenes qui possedent un SST3.
Parmi ces harpines identifiées, on peut citer PopA (Arlat et al., 1994) et RSc2775/Brgé
(Cunnac et al., 2004) de R. solanacearum ou la famille Hpa1/HpaG chez Xanthomonas spp.
(Zhu et al., 2000; Kim et al., 2003). Les harpines partagent des caractéristiques
communes. Ce sont des protéines riches en glycine et en acides aminés hydrophiles. Elles
ne possedent pas de résidus cystéine. De plus, elles sont stables a la chaleur, ce qui
suggere qu’elles n’ont pas d’activité enzymatique (Wei et al., 1992).

Les harpines ne sont pas impliquées dans la structure de U'appareil de sécrétion.
Elles sont dirigées vers la paroi externe des cellules de ’hote et participent au transport
des effecteurs de type 3 dans les cellules de la plante hote (Vivian et Arnold, 2000). Ce
sont des éliciteurs de mécanismes non spécifiques de défense de la plante dépendants du
cluster hrp pour leur sécrétion (Huang et al., 1995). La harpine HrpN purifiée
d’E. amylovora induit différentes voies de signalisation qui interviendraient dans les étapes
précoces de développement de l'interaction compatible (Malus spp.) ou incompatible non-
hote (Arabidopsis thaliana) (Reboutier et al., 2007). Les harpines ont la capacité d’éliciter
une HR lorsqu’elles sont inoculées individuellement a la surface des plantes (Galan et
Collmer, 1999). Chez P. syringae pv. tomato DC3000, quatre protéines possedent les
caractéristiques des harpines, HrpZ1, HrpW1, HopAK1 et HopP1 (Kvitko et al., 2007). Elles
participent au transfert des effecteurs de type 3 dans les cellules de la plante hote mais
aucune de ces quatre harpines n’est indispensable au transfert de ces effecteurs.
Néanmoins, la mutation cumulée des quatre harpines réduit significativement la capacité
de P. syringae pv. tomato DC3000 a induire la HR sur tabac (Figure 38) ainsi que sa

multiplication sur plante hote (Kvitko et al., 2007).
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Figure 39 : Modéle représentant l’interaction de X. axonopodis pv. vesicatoria
avec des plantes hotes sensibles et résistantes (d’aprés Biittner et al., 2003). Le
SST3 de la bactérie traverse les deux membranes bactériennes ainsi que la paroi
cellulaire de la plante. Dés le contact avec la cellule hote, les protéines effectrices
sont libérées a travers le SST3 dans le cytosol de la plante hote. Chez les plantes
sensibles, les protéines effectrices interferent avec les mécanismes de la plante
hote, aboutissant finalement a apparition des symptomes de la maladie (taches
humides...). Chez les plantes résistantes, les protéines effectrices sont reconnues par
les protéines R induisant la réaction d’hypersensibilité. Les photographies des plantes
ont été prises trois jours aprés inoculation. La source d’inoculum était composée
d’une culture dense de bactéries déposées sur les feuilles de poivrons sensibles et

résistants. PM : membrane plasmique ; TTS : sécrétion de type 3.



7.2 Protéines Avr et autres effecteurs

7.2.1 Découverte des génes d’avirulence

Le géne avrA est le premier gene avr qui a été isolé chez P. syringae pv. glycinea,
(Staskawicz et al., 1984). Les protéines Avr induisent une réaction d’hypersensibilité chez
’hote résistant. L’obtention d’une telle réaction incompatible rend l’agent pathogéne
avirulent, d’ou le nom donné a ces protéines. En l’absence d’un gene avr ou alors du gene
R correspondant chez la plante, il n’y a pas de reconnaissance de l’agent pathogéne par la
plante permettant au processus infectieux de se poursuivre (figure 39). Les protéines Avr
sont donc impliquées dans le controle de la spécificité parasitaire de la bactérie.

Les génes avr ont longtemps été considérés comme ayant uniquement un impact
négatif sur la capacité de ’agent pathogéne a infecter une plante hote. Mais la fonction
primaire de ces genes n’est certainement pas d’induire leur reconnaissance par la plante
hote, sinon de tels genes n’auraient pas persisté dans les populations d’agents pathogenes
car ils ne présenteraient aucun avantage sélectif. Il a ensuite clairement été mis en
évidence que les genes avr ont une fonction double, aussi bien au niveau de l’avirulence
que de la virulence (White et al., 2000). Aujourd’hui de nombreux genes avr sont connus
en tant que facteurs de virulence engagés dans la médiation de linteraction plante-
pathogene (Guttman et al., 2002; Roden et al., 2004).

7.2.2 Identification des effecteurs de type 3, prédiction in silico

L’identification des protéines d’avirulence des agents pathogenes a d’abord été
basée sur leur reconnaissance par les protéines de résistance des plantes suite a des
études de translocation et des observations in vivo (Guttman et al., 2002; Roden et al.,
2004; Chang et al., 2005). L’identification de nouveaux effecteurs a été limitée par la
disponibilité de plantes hotes (mutants ou variants naturels) résistantes aux bactéries. Des
criblages a U’échelle génomique, des criblages génétiques et bioinformatiques chez P.
syringae (Boch et al., 2002; Fouts et al., 2002) et analyses par cDNA-AFLP chez X.
axonopodis pv. vesicatoria (Noel et al., 2001) ont alors été réalisés afin d’identifier des
genes bactériens régulés par le SST3. Aujourd’hui, les données issues des séquencages des
génomes bactériens ont permis d’identifier un tres grand nombre d’effecteurs de type 3.
La disponibilité des séquences des génomes de P. syringae (Buell et al., 2003), R.
solanacearum (Salanoubat et al., 2002), X. citri subsp. citri et X. campestris pv.
campestris (da Silva et al., 2002) a permis le développement d’algorithmes informatiques
pour identifier des substrats du SST3. Les critéres recherchés sont ’orthologie avec des

effecteurs du SST3 connus, la présence d’éléments promoteurs hrp-dépendants impliquant
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Tableau 4 : Exemples de fonctions connues ou prédites d’effecteurs type 3 (d’apreés

Grant et al., 2006)

Fonction Organisme Effecteur type Ill Ancien nom
Papain cystéine protéases (YopT- P. syringae HopC1 HopPtoC
like) HopN1 HopPtoN
HopAR1 AvrPphB
Staphopain cystéine protéases P. syringae AvrRpt2 AvrRpt2
:Jcb;g;ntme-hke SUMO proteases X. campestris XopD XopD
YopJ-like SUMO protéases (C55) P. syringae HopZ2 AvrPpiG
X. campestris AvrXv4 AvrXv4
AvrBsT AvrBsT
AvrRxv AvrRxv
R. solanacearum PopP1 PopP1
PopP2 PopP2
Tyrosine phosphatases P. syringae HopAO1 HopPtoD2
Facteurs transcriptionnels Xanthomonas spp. Famille Famille
AvrBs3/PthA AvrBs3/PthA
Glycerophosphoryle diester X. a. pv. vesicatoria AVIBs2 AVIBs2
phosphodiestérase
Syringolide synthase P. syringae AvrD AvrD




une régulation avec le régulon hrp (Fouts et al., 2002; Zwiesler-Vollick et al., 2002;
Cunnac et al., 2004) et/ou des motifs peptidiques N-terminaux caractéristiques
d’exportation (Guttman et al., 2002; Petnicki-Ocwieja et al., 2005).

De nombreux autres effecteurs ont alors été identifiés et ont été appelés Hop (Hrp
outer proteins) chez Pseudomonas (Alfano et Collmer, 1997), Xop (Xanthomonas outer
proteins) chez Xanthomonas (Noel et al., 2001) ou Pop (Pseudomonas outer proteins) chez
Ralstonia solanacearum (Arlat et al., 1994; Meyer et al., 2006). Ces protéines peuvent
avoir des caractéristiques de protéines eucaryotes telles des séquences d’adressage
nucléaire fonctionnelle (AvrBs3, PopB) ou des motifs d’interaction protéine-protéine avec
des répétitions riches en leucine (PopC) (Van den Ackerveken et al., 1996; Gueneron et
al., 2000), évoquant des roles possibles dans la cellule hote.

Le séquencage des génomes de P. syringae, R. solanacearum et Xanthomonas spp. a
ainsi permis l’identification de plus d’une centaine d’effecteurs potentiels du SST3 (Puhler
et al., 2004; Grant et al., 2006). Par exemple, une cinquantaine d’effecteurs potentiels
ont été identifiés dans le génome de la souche GMI1000 de R. solanacearum (Salanoubat et
al., 2002). Vingt genes d’effecteurs potentiels du SST3 ont été identifiés dans les génomes
de X. campestris pv. campestris (souche ATCC33913) et X. citri subsp. citri (souche 306)
(da Silva et al., 2002). Le séquencage de X. axonopodis pv. vesicatoria 85-10 a permis
d’identifier 14 effecteurs déja connus mais aussi XopC dont un homologue est présent chez
Ralstonia solanacearum mais pas chez d’autres génomes bactériens du genre Xanthomonas
(Thieme et al., 2005). La faible teneur en G+C% ainsi que l’absence d’homologue chez les
bactéries du genre Xanthomonas suggere qu’il s’agit d’une acquisition par transfert
horizontal (Noel et al., 2003). Les effecteurs uniques tels que XopC semblent importants
pour la spécificité d’hote tandis que d’autres effecteurs présents chez plusieurs especes
bactériennes comme XopQ laisse supposer qu’ils ont un role plus général dans la virulence
(Roden et al., 2004; Rohmer et al., 2004).

7.2.3 Fonctions des effecteurs de type 3

Les effecteurs sont nombreux ce qui n’est pas le cas des produits des genes de
résistance connus qui leurs sont associés chez les différentes especes de plantes (Dangl et
Jones, 2001). Cela suggére que les plantes utilisent des mécanismes semblables pour
détecter une large gamme d’effecteurs afin de se défendre et d’éviter le développement
de ’agent pathogene. Pourtant, bien que la séquence en acides aminés puisse varier
considérablement chez les différents effecteurs, certains d'entre eux sont homologues et
ont été regroupés en famille avec de nombreuses fonctions connues ou prédites (tableau 4)
(Grant et al., 2006).
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Figure 40 : Mode d’action des effecteurs de type Ill de la famille cystéine protéase
(d’aprés Mudgett et al., 2005). Les effecteurs tels que XopD, AvrBsT et AvrXv4 semblent
étre identiques a ’Ulp peptidase de la levure qui coupe la liaison entre la protéine cible et
la protéine SUMO.



a. Les effecteurs suppresseurs des mécanismes de défense des

plantes

Certains des effecteurs, comme par exemple AvrPtoB de P. syringae pv. tomato,
peuvent inhiber la mort programmée de la cellule végétale en intervenant dans la
suppression de la voie de défense déclenchée par Uintermédiaire du géne de résistance
pto (Abramovitch et Martin, 2005). Cette inhibition pourra donc supprimer la réponse de
type HR de la plante hote.

De plus en plus de données suggerent aussi que les bactéries phytopathogenes
modulent les voies de défense utilisant Uéthyléne, l'acide jasmonique et [’acide
salicylique pour coloniser leurs hotes. La production de la coronatine par P. syringae pv.
tomato couplée a des effecteurs de type 3 (HopPtoK, AvrPphE, AvrB, AvrRpt2, AvrPphB),
activent la voie de l’acide jasmonique elle-méme antagoniste de la voie de |’acide
salicylique ayant pour conséquence d’inhiber ou de retarder le développement des
mécanismes de défense de la plante (Zhao et al., 2003; He et al., 2004).

Les mécanismes de défense liés a la paroi des cellules de U’hote (formation de
papille, dépdt de callose) constituent d’autres cibles d’action des effecteurs de type 3. Il a
ainsi été montré que le gene avrPto de P. syringae pv. tomato intervient dans la
prévention du dépot de callose au niveau de la paroi cellulaire de la plante hote (Hauck et
al., 2003). D’autres effecteurs qui semblent avoir le méme réle sont HopPtoM et AvrE de

P. syringae pv. tomato et aussi DspA/E d’E. amylovora (DebRoy et al., 2004).

b. Les effecteurs de la famille des cystéines protéases

Basé sur l'analyse de séquences, d’autres effecteurs de type 3 ont été classés en
quatre familles : la famille AvrRxv/YopJ (C55) (Orth et al., 2000), la famille XopD (C48)
(Hotson et al., 2003), la famille HopAR1/YopT (C58) (Shao et al., 2002) et la famille
AvrRpt2 (C70) (Mudgett et Staskawicz, 1999). Les membres de la famille AvrRxv/YopJ ont
été identifiés chez les mammiféres et les pathogénes des plantes et jouent un réle
important dans linteraction avec 'hote (Noel et al., 2001; Lavie et al., 2002; Deng et al.,
2003; Deslandes et al., 2003; Noel et al., 2003). Tous les membres de cette famille
contiennent un domaine catalytique conservé qui est nécessaire a linduction d’une HR
(Orth et al., 2000; Hotson et al., 2003; Roden et al., 2004). Chez X. axonopodis pv.
vesicatoria, les protéines XopD, AvrXv4 et AvrBsT sont des protéases a cystéine qui
déstabilisent par désumoylation les protéines végétales conjuguées aux protéines Sumo
(figure 40) (Astua-Monge et al., 2000; Hotson et al., 2003; Roden et al., 2004). Le fait
qu'un agent pathogene délivre un ensemble de protéines avec des fonctions semblables

dans la cellule de la plante hote tout en se localisant dans différents compartiments serait
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Tableau 5: Membres de la famille AvrBs3 répertoriés dans le genre Xanthomonas
(d’apreés Schornack et al., 2006).

Nom de la souche
Nom des génes

. . Structure des Géne de Plante
Numero d'accession - GenBank . ares . ,
répétitions Résistance hoéte

Xanthomonas

axonopodis pv.

vesicatoria

AvrBs3 X16130, CAA34257 17.5%x34 Bs3 Poivron
AvrBs4 X68781, CAA48680 17.5x34 Bs4 Tomate
X. oryzae pv.oryzae

AvrXa3 AY 129298, NC_006834, AAN01357 8.5x34 Xa3 Riz
AvrXab AY377126, AAQ79773 5.5%34 Xa5 Riz
AvrXa7 AF262933, AAF98332, AAF98343 25.5%34 Xa7 Riz
AvrXa10 U50552, AAA92974 15.5x34 Xa10 Riz
AvrXa27 AY986494, AAY54168 16.5%34 Xa27 Riz

X. oryzae pv.oryzicola

Avr/pth3 AY875712, AAW59492 15.5x34

Avr/pth13 AY875711, AAW59491 5.5%34

Avr/pth14 AY875713, AAW59493 19.5x34

X. campestris pv.

armoraciae

Hax2 AY993937 21.5x35

Hax3 AY993938 11.5%34 Bs4 Tomate
Hax4 AY993939 14.5%34 Bs4 Tomate
X.axonopodis pv.

malvacearum

Avrb6 L06634, AABO0675 13.5%34 B1  Coton
PthN AF016221, AAB69865 13.5x34

X. citri subsp. citri

Apl1 AB021363, BAA37119 17.5%34

Apl2 AB021364, BAA37120 15.5x34

Apl3 AB021365, BAA37121 23.5%34

PthA U28802, AAC43587 17.5%34

PthA1 XACa0022, AAM39226 16.5x34

PthA2 XACa0039, AAM39243 15.5%34

PthA3 XACb0015, AAM39261 15.5x34

PthA4 XACb0065, AAM39311 17.5x34

PthB AY228335, AAO72098 17.5%34

X.axonopodis pv.

manihotis

pTHB AF012325, AAD01494 12.5%34

aminés répétés.

* la structure des répétitions correspond au nombre de répétitions du motif de 34 acides



probablement une maniere tres efficace d'attaquer un éventail de protéines végétales en

imitant différentes protéases des protéines Sumo de la plante (Gurlebeck et al., 2006).

c. Autres effecteurs ayant une activité enzymatique

Le gene avrBs2 est un gene d’avirulence pour lequel un réle dans [’agressivité a été
démontré (White et al., 2000). Les poivrons qui possedent le géne de résistance Bs2 ont
montré pendant plusieurs années un fort degré de résistance (Minsavage et al., 1990). Une
mutation spontanée ou induite du géne avrBs2 provoque une diminution de la valeur
adaptative des bactéries chez les plantes résistantes mais aussi chez les plantes sensibles
(Kearney et Staskawicz, 1990; Gassmann et al., 2000; Wichmann et Bergelson, 2004). Ceci
a également été montré chez d’autres Xanthomonas spp., commm X. alfalfae subsp.
alfalfae. Le gene avrBs2 code une protéine proche des enzymes impliquées dans la
synthese ou l’hydrolyse des liaisons phosphodiesters. Il coderait une agrocinopine synthase
ou une glycerol phospho-diesterase ayant une fonction enzymatique impliquée dans le

pouvoir pathogene des souches portant ce gene (White et al., 2000).

d. Les effecteurs de la famille des activateurs transcriptionnels

La famille AvrBs3 est la famille d’effecteurs la plus représentée dans le genre
Xanthomonas (tableau 5) (Cunnac et al., 2004a; Cunnac et al., 2004b; Schornack et al.,
2006). Elle a été nommée suite a U'isolement du premier gene avrBs3 chez X. axonopodis
pv. vesicatoria (Bonas et al., 1989). Il est a noter que pour un agent pathogene donné, le
nombre de genes appartenant a cette famille peut étre trés variable. Les souches de X.
oryzae pv. oryzae et X. citri subsp. citri possedent respectivement 5 et 9 de ces protéines
tandis que les souches de X. axonopodis pv. vesicatoria possedent 1, 2 ou aucun
homologues d’AvrBs3 (Lee et al., 2005; Thieme et al., 2005).

Les membres de la famille AvrBs3 ont en commun (figure 41) :

* la capacité a induire la HR chez les plantes hotes résistantes,

* la capacité a accentuer les symptomes comme les taches humides ou a
induire les chancres,

= une homologie de séquence tres forte (entre 90 et 97% d’homologie
partagée entre les membres de cette famille chez les bactéries du genre
Xanthomonas),

»= la présence de signaux de localisation nucléaire (NLS) ainsi qu’un domaine
d’activation transcriptionnel au niveau C terminal (AAD) (Yang et Gabriel,
1995).

Le géne avrBs3 de X. axonopodis pv. vesicatoria code pour une protéine de 122

kDa, caractérisée dans son domaine central par 17,5 répétitions de 102 pb, soit 34 acides
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Figure 41 : Modéle de [l’activité de virulence ou d’avirulence d’AvrBs3 chez
X. axonopodis pv. vesicatoria (d’aprés Biittner et Bonas, 2002). Les principales
caractéristiques d’AvrBs3 résident dans ses 17,5 répétitions de 34 acides aminés, ses deux
signaux de localisation nucléaire (NLSs) représentés en bleu et son domaine d’activation
transcriptionnelle (AAD) en rouge. Le transfert d’AvrBs3 dans la cellule hote est réalisé par
Uintermédiaire du SST3. Dans la cellule de la plante, les NLSs se lient a importine a. La
protéine AvrBs3 est ensuite transportée dans le noyau de la plante grace au complexe
formé par U'importine a et U’importine B. L’interaction directe ou indirecte d’AvrBs3 avec
UADN de la plante conduit a la modulation de la transcription. Il en résulte une
hypertrophie, symptome de la maladie, chez les plantes sensibles. Dans les plantes
résistantes, des réponses de défense sont induites par la reconnaissance d’AvrBs3 par la

protéine de résistance Bs3.



aminés (Bonas et al., 1989). En fait, le nombre de répétitions des acides aminés varie de
5,5 (AvrXa5) a 28,5 (PthXo3) et les différences existantes entre les membres de la famille
AvrBs3 sont restreintes principalement a ce domaine central (Yang et Gabriel, 1995; Zhu et
al., 1998; Yang et al., 2000; Lahaye et Bonas, 2001; Yang et White, 2004). Les répétitions
identiques et en tandem sont présentes chez tous les membres de cette famille, ce qui
suggere que cette famille s’est sirement agrandie par des événements de recombinaisons
(Yang et Gabriel, 1995; Yang et White, 2004). Hax2 de X. campestris pv. armoraciae (Kay
et al., 2005) et Brg11 de R. solanacearum sont distincts de tous les autres membres de la
famille car leurs répétitions sont constitués de 35 acides aminés. Ces deux genes ont été
isolés de bactéries pathogenes sur Arabidopsis (Deslandes et al., 1998; Kay et al., 2005)
laissant supposer qu’il existe une corrélation entre le nombre de répétitions et la gamme
d’hote de la bactérie.

La région du domaine central d’AvrBs3 est essentielle a la reconnaissance par les
genes de résistance des plantes. Le nombre de répétitions du domaine central implique
d’ailleurs la spécificité des protéines R de ’hote (Herbers et al., 1992). En effet, l’étude
de linteraction entre des protéines R et deux membres de la famille AvrBs3 de
Xanthomonas a permis de mettre en évidence la spécificité de reconnaissance de la plante
hote. Les protéines AvrBs3 et AvrBs4 ont des séquences en acides aminées identiques a
97%. Malgré leurs similitudes apparentes, les proteines AvrBs3 et AvrBs4 sont détectées par
le systeme de reconnaissance de leur hote spécifique, respectivement le poivron et la
tomate (Ballvora et al., 2001). De plus, la délétion d’unités répétées et d’échange de
domaine entre les différents homologues d’avrBs3 ont confirmé que la spécificité d’hote
est gouvernée par ces régions répétées (Yang et al., 1994; Yang et al., 2000; Zhu et al.,
2000).

Des études ont été menées sur des bactéries du genre Xanthomonas (X. axonopodis
pv. malvacearum, X. oryzae pv. oryzae) contenant de multiples copies d’avrBs3. Ainsi
X. oryzae pv. oryzae contient plus de 14 copies de génes de la famille AvrBs3, incluant
avrXa5, avrXa7 et avrXa10, lesquels ont été identifiés comme possédant une fonction
d’avirulence. L’inactivation des genes avrXa7 et avrXa5 réduit ’agressivité du pathogéne
X. oryzae pv. oryzae, tandis que U'inactivation d’avrXa10 n’affecte en rien son agressivité
(Bai et al., 2000). AvrBs3 est une des rares protéines Avr pour laquelle il a été démontré
un role dans la formation des symptomes (Swarup et al., 1992). Chez les plantes hotes
sensibles, AvrBs3 entraine une hypertrophie et un élargissement des cellules du mésophile
(Marois et al., 2002). Etant donné que U’induction de ’hypertrophie dépend des signaux de
localisation nucléaire (NLS) et du domaine acide activateur (AAD), il a été émis

’hypotheése qu’AvrBs3 agit comme un facteur de transcription dans le noyau des cellules
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de U’hote. Des études de mutations sur des membres de la famille AvrBs3 ont révélé que
les NLS ainsi que le AAD avaient non seulement un réle crucial concernant la virulence
mais également concernant l'avirulence (Yang et Gabriel, 1995; Van den Ackerveken et
al., 1996; Zhu et al., 1998; Yang et al., 2000). Une série de délétion sur la zone concernée
entraine une incapacité de la cellule hote a induire la réaction d’hypersensibilité. Par
ailleurs, chez X. axonopodis pv. malvacearum, une souche contenant le géne avrbé induit
plus de symptomes sur son hote, le coton, que la méme souche délétée de ce gene
(Swarup et al., 1992). Les génes pthA et avrXa10 sont respectivement nécessaires a la
multiplication intercellulaire pour X. citri subsp. citri et X. oryzae pv. oryzae sur Citrus et
riz (Leach et al., 2001). Par contre, la croissance in planta de X. axonopodis pv.
malvacearum ne dépend pas des genes avrBs3. Il a également été démontré que certains
genes d’avirulence ont un colt dans le pouvoir pathogene de la bactérie lorsqu’ils

s’expriment (O'Garro et al., 1997).
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Figure 42 : Caractéristiques morphologiques du haricot (D’aprés Messiaen, 1975). a)

racines, b) cotylédons, c) cataphylle, d) feuille trifoliolée, e) fleur, f) gousse.

Tableau 6 : Les stades de développement du haricot commun Phaseolus vulgaris
(D’apreés Michael, 1994).

Stades Description

VA Emergence : de I'apparition des cotylédons en surface du sol & I'expansion des
cataphylles

V2 Cataphylles : de la compléte expansion des cataphylles a l'expansion de la premiere
feuille trifoliée

V3 Premiére feuille trifoliolée:de la compléte expansion de la premiere feuille trifoliée &
I'expansion de la troisieme feuille trifoliée

Va4 Troisiéme feuille trifoliolée:de la compléte expansion de la troisieme feuille trifoliée a
I'apparition du premier bouton floral ou racéme

R5 Préfloraison : de l'apparition du premier bouton floral ou raceme a l'ouverture de la
premiere fleur

R6 Floraison : de I'ouverture de la premiére fleur & I'expansion de l'ovaire apres fertilisation

R7 Développement de la gousse : de I'expansion de l'ovaire & I'¢longation de la gousse
jusqu'a sa taille maximale, avant la prise de poids par la graine
Remplissage de la gousse : du début de la prise de poids et croissance de la graine au

R8 ) . . . ) .
développement de la coloration des graines et début de la sénescence des feuilles
Maturité - du début de la sénescence a la sénescence totale et abaissement du taux

RS Sl D
d'humidité de la graine a 15%




Chapitre 3

Le modeéle d’étude : Phaseolus vulgaris -

Xanthomonas fuscans subsp. fuscans

1. L’hote : le haricot

1.1 Biologie, taxonomie et domestication

Le haricot commun est une dicotylédone appartenant a 'ordre des Fabales, a la
famille des Fabaceae, a la sous-famille des Faboideae, a la tribu des Phaseolae et au genre
Phaseolus. Le genre Phaseolus est originaire d’Amérique latine et comprend plus de 30
especes (Michael, 1994). Seulement cinqg d’entre-elles sont domestiquées : Phaseolus
acutifolius A. Gray (tepary bean), P. coccineus L. (scarlet runner bean), P. lunatus L. (lima
bean), P. polyanthus Greenman (year-long bean) et P. vulgaris L. (common bean). Parmi
ces especes domestiquées, le haricot commun (P. vulgaris) est U'espece la plus cultivée
(plus de 85 % de la production du haricot) dans le monde (Singh, 2001).

A Uétat sauvage, le haricot est une liane tropicale, autogame, a gousses
déhiscentes, a petites graines non dormantes (Broughton et al., 2003). Par sélection, le
haricot est progressivement devenu un buisson (figure 42) au développement bien
caractérisé (tableau 6). Cette domestication a consisté a raccourcir la plante par
diminution du nombre et de la taille des entrenoeuds mais également par transformation
du bourgeon terminal végétatif en bourgeon floral. La taille de la graine, la diminution de
la déhiscence des gousses et la germination simultanée des graines a également été ’objet

des plus anciennes sélections.

1.2 Importance économique

Le haricot constitue une source protéique importante pour l’alimentation humaine
et sa culture est répandue sur ’ensemble des continents (Fouilloux et Bannerot, 2004).
Cette plante est cultivée pour ses gousses que |’on consomme entiéres, ou pour ses graines
que l’on consomme matures ou immatures, a l’état sec, frais ou en conserve. Le haricot
sec représente la base principale du régime alimentaire de plus de 300 millions de
personnes a travers le monde. Bon marché, il est de loin le légume le plus consommé
(Broughton et al., 2003). Dans de nombreux pays d’Amérique latine et d’Afrique, le haricot
est considéré comme la « viande du pauvre ». Sa proportion en protéines est le double de

celle de beaucoup de céréales, il est riche en micro-éléments essentiels comme le fer et
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Tableau 7 : Principales maladies du haricot (d’aprés http://www.eppo.org).

Maladie Agent causal Type Symptomes
d’agent
pathogéne
p Sur feuilles : taches nécrotiques entourées d’un
L seudomonas : . )
Graisse a . . halo vert clair. Sur gousses : taches d’aspect
savastanoi pv. bactérie . X .
halo . huileux prenant tardivement une teinte
phaseolicola bruna
runatre.
. X. axonopqd:s Sur feuilles : taches nécrotiques entourées d’un
Graisse pv. phaseoli et . X . , .
bactérie halo clair. Sur gousses : taches d’aspect huileux
commune X. fuscans . . .
prenant tardivement une teinte brun-orange.
subsp. fuscans
Maladie des Sur feuilles : taches brunes nécrotiques
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appendiculatus

a la face inférieure des feuilles.




’acide folique (I’une des vitamines B). Le haricot représente également une source de
revenu importante pour les fermiers les plus pauvres. Plus de 40% de la récolte de haricots
africains arrive sur le marché, générant une recette annuelle de plus d’un quart de million
de dollars américains (Broughton et al., 2003).

En 2005, la production mondiale de haricot est estimée a 13,5 millions de tonnes.
L’Asie et ’Amérique se partagent les deux tiers de cette production. En 2005, la France a
produit 450000 tonnes de haricots verts a écosser pour une superficie de 39 000 hectares
(FAO, 2005).

1.3 Principales maladies du haricot

Le haricot est attaqué par un certain nombre d’agents pathogenes bactériens,
viraux, ou fongiques et par plusieurs insectes (tableau 7). Les dégats les plus importants
économiquements et les plus souvent rencontrés sont dis aux champignons
Colletrotrichum lindemuthianum, agent de ’anthracnose, Fusarium solani provoquant la
fusariose et Botrytis cinerea causant la pourriture grise. De méme, certains virus ravagent
les cultures de haricot comme le virus de la mosaique jaune du haricot et le virus de la
mosaique du haricot. Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola est responsable de la
graisse a halo, Pseudomonas syringae pv. syringae est responsable de la maladie des taches
brunes tandis que X. axonopodis pv. phaseoli et X. fuscans subsp. fuscans sont
responsables de la graisse commune. Ces maladies sont considérées comme les principales

bactérioses du haricot.

2. La graisse commune du haricot

2.1 Aire de répartition géographique

La graisse commune est la bactériose la plus dévastatrice du haricot. X. axonopodis
pv. phaseoli (Vauterin et al., 1995; Vauterin et al., 2000) et X. fuscans subsp. fuscans
(Schaad et al., 2005) sont les agents bactériens a lorigine de la graisse commune du
haricot. Cette maladie est présente dans le monde entier et occasionne des dommages
considérables pour les producteurs. Bien qu’elle soit originaire d’Amérique, la bactérie
s’est répandue sur tous les continents par le biais des semences contaminées (Bradbury,
1986; Vidaver, 1993). La maladie se développe préférentiellement dans les régions
tropicales, subtropicales et tempérées. Seules les régions désertiques ou tropicales seches
sont exemptes de la maladie. Toutefois, cette maladie n'est pas présente de facon
uniforme dans les différentes zones de production du haricot. Par exemple, dans la zone

« Europe » de OEPP (Organisation Européenne et Méditerranéenne pour la Protection des
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Figure 43 : Carte de la distribution mondiale de I’agent causal de la graisse commune
du haricot, X. axonopodis pv. phaseoli. La dispersion globale de la bactérie a ’échelle
nationale (rouge) ou départementale (vert) est présentée par un losange rempli alors que
la présence de la bactérie seulement dans certaines régions de chaque pays est
représentée par un losange vide. Les deux agents pathogénes responsables de la graisse
commune étaient alors regroupés dans le méme pathovar phaseoli de U'espéce X.
axonopodis. D’aprés |’Organisation Européenne et Méditerranéenne de Protection des
Plantes (OEPP), 2006.

Figure 44 : Symptomes typiques de la graisse commune du haricot observés sur
différents organes. A) Nécroses entourées d’un halo jaune sur la face supérieure d’un
foliole. B) Taches huileuses sur la face inférieure d’un foliole. C) Taches huileuses et

nécroses sur gousse (Photos INRA).



Plantes), La bactérie est largement répandue en Bulgarie, Espagne, Hongrie, Liban; mais
elle n’est qu’établie localement en Allemagne, France, Grece, Italie, Pays-Bas, Portugal,
Roumanie, Russie (européenne), Slovaquie, Slovénie, Suisse, Turquie et ex-Yougoslavie

(http://www.eppo.org) (figure 43).

2.2 Importance économique

La maladie peut affecter toutes les parties aériennes du haricot. Si les conditions
sont favorables a son développement, la graisse commune peut se montrer trés
destructrice et provoquer des baisses de rendement pouvant atteindre 45 % et également
affecter la qualité de la production (Yu et al., 1998; Mahuku et al., 2006). A titre
d’exemple, en 1967, lorsque ’état du Michigan a subi une forte épidémie de graisse
commune sur le haricot, 75% des 263 000 hectares plantés étaient infectés et la perte de
rendement était estimée entre 10% et 20% (Gilbertson et Maxwell, 1992). La baisse du
rendement s’explique par une diminution de l'activité photosynthétique. En effet, la
surface foliaire étant affecté par de nombreuses nécroses, ’activité photosynthétique
baisse et engendre une réduction du nombre et de la qualité des gousses et des graines. De
plus, les symptdmes provoqués par la bactérie rendent les gousses impropres a la vente en
frais ou a la conservation, suscitant ainsi des déficits budgétaires considérables pour les
producteurs.

De par son importance économique et son relatif confinement a certaines zones en
Europe, l’agent responsable de la graisse commune (a ’époque nommé X. axonopodis pv.
phaseoli) a été inscrit en 2000 sur la liste des organismes de quarantaine (11/A2) dans la
directive européenne 2000/29/CE reprise dans le droit francais par larrété du 22
novembre 2002 (Arrété du 22 novembre 2002 relatif aux exigences sanitaires des végétaux,
produits végétaux et autres objets - JO du 6 décembre 2002). Dans le respect de cette
législation, des mesures prophylactiques ont été instaurées pour la qualité sanitaire des
lots de semences. Ainsi, un lot de 30000 semences ne doit pas présenter de contamination
par X. axonopodis pv. phaseoli et X. fuscans pv. fuscans pour étre commercialisé (Laurent,
1990).

2.3 Symptomatologie

La graisse commune est une maladie des parties aériennes de la plante et concerne
a la fois les feuilles, les tiges, les gousses et les graines (figure 44). Les premiers
symptomes apparaissent 4 a 10 jours apres l'inoculation. Ils se traduisent d’abord par de
petites taches huileuses sur les faces inférieures des feuilles et sur les tiges. Ces spots

coalescent et évoluent en nécroses souvent accompagnées sur les feuilles d'un halo jaune
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(Gilbertson et Maxwell, 1992). Des exsudats peuvent apparaitre au niveau des feuilles, ce
qui fournit de linoculum pour une dispersion secondaire (Vidaver, 1993). Les lésions sur
tige sont toujours plus petites que sur les feuilles et aucune chlorose n’est observée
(Zaumeyer et Thomas, 1957). Les gousses présentent des taches circulaires daspect
huileux. Par la suite, les taches évoluent en lésions de couleur sombre (Zaumeyer et
Thomas, 1957). Les graines peuvent étre contaminées et présenter ou non des symptomes
(Vidaver, 1993). Des graines contaminées peuvent étre trouvées dans des gousses ne
présentant aucun symptome mais portées par des plantes malades (Saettler et Cafati,
1986).

2.4 Méthodes de lutte

2.4.1 Lutte prophylactique

La lutte contre les bactérioses en général et contre la graisse commune du haricot
en particulier requiert un ensemble de mesures basées essentiellement sur la prévention.
Il existe néanmoins plusieurs stratégies pour lutter contre cette maladie, la plus efficace
étant l'utilisation de graines certifiées (Zaumeyer et Thomas, 1957). En amont de la
production, la sélection sanitaire des semences est primordiale et représente le principal
moyen d’éviter la propagation de l’agent pathogene (Darrasse et al., 2007). La sélection
sanitaire consiste en un tri des semences selon leur état sanitaire et peut étre couplées a
des méthodes permettant la production de semences les plus saines possible. Pour
produire des semences indemnes de X. axonopodis pv. phaseoli, X. fuscans subsp. fuscans
et P. savastanoi pv. phaseolicola, des zones de production ont été créées dans des régions
relativement épargnées par la maladie. D’abord aux Etats-Unis (Gilbertson et Maxwell,
1992), puis en France dans le Loir-et-Cher et le Maine-et-Loire (de Boisgrollier, 1993). En
France, ces zones sont dites « hors graisse ». Ces zones se caractérisent notamment par
des conditions climatiques et/ou des pratiques culturales limitant Uintroduction et le
développement de la bactérie (Schaad, 1980; Laurent, 1990). Dans ces zones, les parcelles
sont semées avec des semences certifiées, et un suivi de culture est opéré afin de détecter
toutes apparitions de symptomes. Les semences récoltées sont analysées selon un
échantillonnage de 30000 graines et si une contamination est détectée le lot de semence
est déclassé en haricot de consommation. La méthode officielle d’analyse des lots de
semences pour la recherche de X. axonopodis pv. phaseoli et X. fuscans subsp. fuscans fait
appel a des isolements sur milieu sélectif, suivis par la vérification du pouvoir pathogéne
pour les souches a la morphologie suspecte (International Seed Testing Association, 2007).
Des tests moléculaires de détection de I’agent pathogene existent (Audy et al., 1994; Audy

et al., 1996; Manceau et Horvais, 1998) mais ne sont pas reconnus officiellement.
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Cette lutte s’accompagne d’autres mesures prophylactiques. Elles consistent en une
approche de lutte intégrée incluant lutilisation de semences certifiées non contaminées,
la rotation culturale, la destruction des réservoirs d'inoculum (adventices, repousses,
résidus de récolte) (Gilbertson et Maxwell, 1992). Des expériences de désinfection de
semences menées par Burke (rapportées par Zaumeyer, 1930) montre qu’un traitement des
graines a 80°C pendant 35 min peut abaisser le taux de contamination de 23,6% a 0,2%.
Kreitlow obtient des résultats similaires par une désinfection externe des semences
(rapportées par Zaumeyer and Thomas, 1957). Enfin, d’autres auteurs préconisent
[’éradication compléte des plantes non-hotes aux alentours de la culture pour limiter la

survie de la bactérie en condition épiphyte (Bowman et al., 1993).

2.4.2 Lutte génétique

Plusieurs cartes génétiques saturées de nombreux QTLs (Quantitative Trait Loci) liés
a la résistance contre cette maladie ont été construites (Yu et al., 1998; Yu et al., 2000;
Kelly et al., 2003; Miklas et al., 2003; Mutlu et al., 2005). Les données issues de ces études
révelent une variabilité de la résistance a la graisse commune dans les différents pools de
genes du haricot : un niveau faible ou intermédiaire de résistance chez P. vulgaris et P.
coccineus et un niveau plus élevé chez P. acutifolius (Yu et al., 1998; Singh, 2001). La
premiere lignée génétique, XAN 159, hautement résistante a la graisse commune a été
obtenue en 1984 par Thomas et Waines a U'issue d’un croisement entre P. vulgaris et P.
acutifolius. Plusieurs marqueurs moléculaires liés a des QTLs de résistance a la graisse
commune ont par la suite été identifiés sur cette lignée résistante de haricot (Yu et al.,
2000). D’autres lignés génétiques résistantes, comme ICB-3, ICB-6, ICB-8 et ICB-10, ont été
obtenues a partir de P. coccineus. Une autre lignée génétique, PR9443-4, a montré une
résistance vis-a-vis de trois souches différentes de X. fuscans subsp. fuscans dans les
conditions de serre. La résistance a la graisse commune dans les feuilles et les gousses du
haricot a également été identifiée dans le cultivar Pomjor 17 (Beaver et al., 2003).

La résistance a la graisse commune est souvent polygénique avec une héritabilité
quantitative. Mais, dans certains cas comme celui de P. acutifolius, une résistance
monogénique hote-spécifique a également été observée. Cette source de résistance a été
exploitée par le Centre international de U’agriculture tropicale (CIAT) pour développer les
lignées résistances VAX 1-6 dans l’objectif de rassembler tous les génes impliqués dans la
résistance a la graisse commune et ensuite de les transférer dans les variétés

commerciales (Mahuku et al., 2006).
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Figure 45 : Colonies de X. axonopodis pv. phaseoli (gauche) et de X. fuscans subsp.

fuscans (droite) observées sur milieu de culture (photo INRA).
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Figure 46 : Diagramme 3D de ’analyse en correspondance multiple (MCA) des données
issues de PCR-RFLP d’ADN ribosomique 16S de X. axonopodis pv. phaseoli et de
X. fuscans subsp. fuscans (d’aprés Mahuku et al., 2006).



2.4.3 Lutte chimique

La lutte chimique a l'aide de composés cupriques et l'utilisation d'antibiotiques tels
que la streptomycine ont été utilisés avec des résultats variables et ne permettent pas un
controle efficace (Saettler et Cafati, 1986). Il s’agit de produits coliteux dont ’utilisation
astreignante ne permet qu’une lutte préventive qui ne peut en aucun cas éradiquer la
maladie. De plus, lutilisation d'antibiotiques en production végétale est interdite dans
certains pays dont la France. Enfin, une utilisation massive de ces produits antibiotiques ou
a base de cuivre peut entrainer la sélection de souches résistantes comme cela a été

observé pour X. axonopodis pv. vesicatoria (Kearney et al., 1988).

3. L’agent causal : Xanthomonas fuscans subsp. fuscans

3.1 Taxonomie et diversité génétique

En 1897, pour la premiére fois, Smith décrit et nomme le microorganisme
responsable de la graisse commune du haricot Bacillus phaseoli (Bradbury, 1986). A la
suite d’études plus précises, cette bactérie a changé plusieurs fois de nom. En effet, elle
est transférée en 1905 dans le genre Bacterium. Vingt ans plus tard, la bactérie est classée
dans le genre Phytomonas par Bergey et ses associés (Bradbury, 1986). En 1939, le genre
Xanthomonas, regroupant les bactéries a coloration Gram-negative, mobiles par un flagelle
polaire et produisant un pigment jaune, est créé par Dowson (Bradbury, 1986). La bactérie
est alors nommée Xanthomonas phaseoli. En 1974, Dye et Lelliot divisent le genre
Xanthomonas en cing especes qui sont elles-mémes fragmentées en pathovars (selon leur
spectre d’hotes les symptomes engendrés) en 1978 ; Xanthomonas phaseoli devient alors
Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Young et al., 1978). Vauterin et ses collaborateurs
(1995, 2000) entreprennent des études taxonomiques sur le genre Xanthomonas basés
notamment sur des homologies ADN/ADN. Ils proposent alors de grouper les souches
responsables de la graisse commune du haricot dans le pathovar phaseoli au sein de
’espece axonopodis (Vauterin et al., 1995; Vauterin et al., 2000).

En 1924, des souches produisant un pigment brun (nommé fuscans) en présence de
tyrosine (figure 45) sur milieu de culture ont été isolées du haricot montrant des
symptomes typiques de graisse commune de haricot en Europe (Burkholder, 1930). Ces
souches ont été nommées X. axonopodis pv. phaseoli variant fuscans. X. axonopodis pv.
phaseoli et son variant fuscans possedent la méme gamme d’hotes et engendrent les
mémes symptomes mais les souches du variant fuscans sont généralement plus agressives
que les souches non-fuscans sur P. vulgaris (Chan et Goodwin, 1999; Jacques et al., 2005;

Mahuku et al., 2006). L’analyse des séquences d’ADN ribosomique a révélé que X.
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Figure 47 : Dendrogramme construit par Neighbor-Joining a partir des données
concaténées de séquences partielles de quatre génes de ménage (atpD, dnaK, efP et
gyrB) illustrant les relations phylogénétiques de souches de X. axonopodis. Les valeurs
de bootstrap (>60) aprés 1000 simulations sont représentées sur cette figure. Les groupes
établis par Rademaker et al. (2005) sont représentés sur cette figure. (1) Nouvelles
especes proposées par Jones et al. (2004) et Schaad et al. (2005) ; (2) nouvelles espéces

proposées par Fargier (2007).



axonopodis pv. phaseoli et son variant fuscans sont génétiquement distincts, mais plus
proches l'un de 'autre que des autres pathovars de l'espece axonopodis (Mkandawire et
al., 2004). Une étude récente de la diversité génétique par PCR-RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) et rep-PCR (repetitive extragenic palindromic PCR) des
souches de X. axonopodis pv. phaseoli et X. axonopodis pv. phaseoli var. fuscans montre
que les souches non-fuscans sont plus diversifiées que celles du variant fuscans (figure 46)
(Mahuku et al., 2006).

En 2005, sur la base de travaux d’hybridation ADN/ADN, Schaad et ses
collaborateurs proposent de créer pour le variant fuscans une sous-espéce fuscans dans
une nouvelle espece fuscans totalement séparée des souches non-fuscans (Schaad et al.,
2005). Les souches X. axonopodis pv. phaseoli var. fuscans s’appellent désormais X.
fuscans subsp. fuscans. Plus récemment, sur les bases d’une étude de phylogénie de
quatre genes de ménage, Fargier (2007) a proposé une nouvelle nomenclature. Cette étude
propose de classer les souches fuscans dans le pathovar fuscans au sein de |’espece
fuscans, et certaines souches non-fuscans dans le pathovar phaseoli de !’espece fuscans,
les autres souches non-fuscans étant regroupées dans le pathovar phaseoli d’une nouvelle
espece phaseoli (figure 47) (Fargier, 2007). Ces changements récents n’ayant pas encore
été validés par le comité ad hoc de taxonomie, je me suis conformé a la taxonomie valide

de Schaad et al. (2005) dans ce manuscrit.

3.2 Morphologie et physiologie

Comme toutes les bactéries du genre Xanthomonas, X. fuscans subsp. fuscans est un
bacille a Gram négatif de 0,2 a 0,6 pym de large et de 0,8 a 2 pm de long. Elles se
retrouvent le plus souvent seules ou par paires, occasionnellement en chainette. Leur
métabolisme respiratoire est aérobie stricte (Lepoivre, 2003).

Les bactéries du genre Xanthomonas sont catalase positive, oxidase négative ou
faiblement positive. Elles ne produisent pas d’inclusion de poly B-hydroxybutyrate, ne
réduisent pas les nitrates, ni ne dénitrifient. Les bactéries sont mobiles par un flagelle
polaire (Saddler et Bradbury, 2005). Les Xanthomonas sont riches en acides gras et les
lipides comptent pour 20% du poids de la bactérie. Trois acides gras 11 :0 iso, 11 :0 iso 30H
et 13 :0 iso 30H sont caractéristiques du genre et ne sont pas détectés chez d’autres
bactéries phytopathogénes (Yang et al., 1993).

Cultivées sur des milieux standards, pendant trois jours a 28°C, les bactéries
donnent naissance a des colonies jaunes, convexes, butyreuses et rondes (Bradbury, 1986).
Ces cellules bactériennes sont recouvertes d’exopolysaccharides, constitués

essentiellement de xanthane (Rudolph, 1993) qui confére cet aspect muqueux a la colonie.
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Le xanthane est un composé protégeant les bactéries des températures élevées et des
rayons ultra-violets (Wilkinson 1958 ; Roberson and Firestone, 1992). La production d’EPS
est associée a l’agressivité chez X. campestris (Daniels et al., 1984; Poplawsky et Chun,
1998). Les Xanthomonas produisent un pigment caractéristique jaune foncé de la famille
des caroténoides, la xanthomonadine (Swings et al., 1993). Ce pigment est insoluble sur
milieu gélosé général. La xanthomonadine est nécessaire pour la survie épiphyte de la
bactérie (cf. Chapitres 1 et 2) (Poplawsky et al., 2000). En plus de ce pigment jaune, le
variant fuscans synthétise son pigment brun diffusible dans les milieux gélosés généraux

contenant de la tyrosine.

3.3 Caractéristiques du génome des Xanthomonas spp.

Actuellement, les génomes de six bactéries appartenant au genre Xanthomonas sont
séquencés et publiés : X. citri subsp. citri 306 (da Silva et al., 2002), X. campestris pv.
campestris ATCC 33913 (da Silva et al., 2002), X. campestris pv. campestris 8004 (Qian et
al., 2005), X. axonopodis pv. vesicatoria 85-10 (Thieme et al., 2005), X. oryzae pv. oryzae
KACC10331 (Lee et al., 2005) et X. oryzae pv. oryzae MAFF311018 (tableau 8) (Ochiai et
al., 2005). Six autres génomes ont été séquencés et sont en cours d’annotation : X. oryzae
pv. oryzicola BLS256, X. campestris pv. campestris B100, X. campestris pv. armoraciae
756C, X. albilineans GPE PC73, X. axonopodis pv. aurantifolii B 11122 et C 10535.

Le génome des bactéries du genre Xanthomonas est généralement composé d’un
chromosome unique circulaire, dont le pourcentage en G + C varie entre 63 et 69,7%
(Saddler et Bradbury, 2005). Le G + C% de X. citri subsp. citri et X. axonopodis pv.
vesicatoria qui sont proches phylogénétiquement de X. axonopodis pv. phaseoli et
X. fuscans subsp. fusans (Vauterin et al., 1995), est compris entre 65 et 67,6% (da Silva et
al., 2002; Thieme et al., 2005). Par ailleurs, des plasmides n’ont été identifiés que chez X.
citri pv. citri souche 306 et X. axonopodis pv. vesicatoria souche 85-10 (tableau 7). Des
plasmides ont aussi été identifiés chez des souches de X. axonopodis pv. phaseoli (Lazo et
Gabriel, 1987).

Les deux souches de X. campestris pv. campestris (8004 et ATCC33913) ont un
génome tres conservé (Qian et al., 2005). Plusieurs réarrangements significatifs ont été
observés, ils seraient dis a des évenements de recombinaison (Qian et al., 2005). L’un de
ces réarrangements correspond a une inversion d’une partie du génome. Par ailleurs, Qian
et al. (2005) et da Silva et al. (2002) mettent également en évidence la présence d’un
grand nombre d’éléments transposables distribués le long du génome, 115 chez X.

campestris pv. campestris 8004 et 109 chez ATCC 33913.
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Une séquence d’insertion nommée ISXax1 a été identifiée trés récemment chez X.
axonopodis pv. phaseoli, X. fuscans subsp. fuscans et X. axonopodis pv. vesicatoria,
bactéries proches phylogénétiquement (Vauterin et al., 2000; Alavi et al., 2007). Ceci
suggere que cette IS était déja présente chez les souches de X. axonopodis (Vauterin et
al., 2000) avant la spécialisation d’hote. Cependant, cette IS n’est pas présente chez les
autres pathovars de X. axonopodis tels que les pathovars aurantifolii, citrumelo,
dieffenbachiae ou encore manihotis, qui appartiennent pourtant aux mémes groupes
d’homologie ADN-ADN, AFLP ou rep-PCR (Rademaker et al., 2000; Vauterin et al., 2000).
Par conséquent, U’ISXax1 pourrait avoir été perdue chez certains pathovars de ’espece X.
axonopodis au cours de U’évolution. Une autre explication pourrait étre que seuls X.
axonopodis pv. phaseoli, X. fuscans subsp. fuscans et X. axonopodis pv. vesicatoria aient
acquis U'ISXax1 d’une espéce bactérienne non apparentée par transfert horizontal et que
cette IS ait alors été transmise par transfert vertical chez X. axonopodis pv. phaseoli, X.

fuscans subsp. fuscans et X. axonopodis pv. vesicatoria (Alavi et al., 2007).

4. Cycle biologique et épidémiologie

Le cycle épidémiologique de la graisse commune du haricot peut se diviser en

différentes étapes (figure 48) :

4.1 Survie de I’agent pathogéne et sources d’inoculum

La principale source d’inoculum est la semence contaminée (Weller et Saettler,
1980) puisqu’elle assure a la fois la dissémination et la survie de la bactérie entre deux
cultures successives de l’hote. Les bactéries peuvent survivre dans une semence bien au-
dela de sa faculté germinative. Les plantes issues des semences contaminées vont
constituer les foyers primaires de la maladie. Une contamination artificielle de 10° & 10*
UFC sur une semence serait nécessaire a l'infestation de la plantule (Weller et Saettler,
1980). Pour des contaminations naturelles, des populations de X. fuscans subsp. fuscans de
10> UFC/graine sont suffisantes pour conduire a la contamination de la plantule
permettant in fine la contamination des graines produites (Darrasse et al., 2007)

Dans les régions tempérées, la bactérie pourrait survivre aux conditions hivernales
sur/dans des plantes hotes alternatives cultivées ou adventices, qu’elles soient pérennes
ou annuelles (Cafati et Saettler, 1980), ou encore sur/dans des résidus de culture
contaminés secs et non enfouis (Rudolph, 1993). En effet, X. fuscans subsp. fuscans peut
survivre de maniere épiphyte ou en tant que pathogene sur d’autres espéces telles que
Calopogonium sp., Lablab purpureus, Macroptylium lathyroides, P. lunatus, Pisum

sativum, Pueraria sp., Strophostyles helvola, Vigna aconitifolia, V. angularis, V. mungo, V.
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radiata, V. umbellata (http://www.eppo.org). Apres inoculation, X. fuscans subsp. fuscans

se maintient également sur Amaranthus retroflexus, Ambrosia artemisiifolia, Beta
vulgare, Chenopodium album, Echinochloa crus-galli, Glycine max, Helianthus annuus,
Lupinus polyphyllus, Phaseolus acutifolius, P. coccineus, Solanum nigrum, Zea mais

(http://www.eppo.org).

La survie sur/dans les débris végétaux contaminés est tres efficace en zone
tropicale (Fininsa et Tefera, 2001). Lorsque plusieurs cultures se succedent relativement
rapidement dans l’année, comme c’est souvent le cas dans les pays tropicaux, les
bactéries se transmettent alors facilement entre cultures dans le temps et lespace
(Fininsa et Yuen, 2002). L’enfouissement des débris végétaux limite de facon notoire la
survie de U'inoculum. La compétition trophique avec les autres organismes telluriques est
sirement trop importante pour que X. a. pv. phaseoli et X. fuscans subsp. fuscans puissent

survivre (Gilbertson et Maxwell, 1992).

4.2 Colonisation de la plante

Il existe deux types de colonisation de la plante par la bactérie : épiphyte (a la
surface de la plante) et endophyte (a Uintérieur de la plante). X. fuscans subsp. fuscans
peut a la fois survivre a la surface des feuilles et de maniere endophyte (Jacques et al.,
2005). Indépendamment de la localisation de la bactérie sur ’hote, la colonisation peut se

faire en ’absence de symptome sur [’hote. Elle est alors qualifiée d’asymptomatique.

4.2.1 Colonisation épiphyte

Une des phases les plus importantes du cycle de X. axonopodis pv. phaseoli et
X. fuscans subsp. fuscans sur leur hote est la multiplication épiphyte de la bactérie (Cafati
et Saettler, 1980). En effet, il s’agit de sa voie privilégiée de colonisation, contrairement a
X. campestris pv. campestris par exemple qui est avant tout un pathogéne vasculaire
(McElhaney et al., 1998).

Récemment, il a été montré qu’une souche non-fuscans de X. axonopodis pv.
phaseoli pouvaient se maintenir sur des plantes non-hotes comme ’oignon en [’absence de
symptdmes avec des tailles de populations non négligeables comprises entre 10% et 10* UFC
g' (Gent et al., 2005). X. fuscans subsp. fuscans est aussi capable de coloniser la
phyllosphere de son hote sensible en I’absence de tout symptome macroscopique (Darrasse
et al., 2007). La bactérie se comporte en épiphyte, c'est-a-dire qu'elle se multiplie a la
surface des feuilles (Rudolph, 1993). Cette phase épiphyte nécessite l’exploitation de la
structure foliaire et le développement de stratégie de tolérance et/ou d’évitement aux

stress environnementaux (cf. chapitre 1). Les sites dit « épiphytes » sont ceux situés a la
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Figure 49 : Localisation X. fuscans subsp. fuscans exprimant la GFP dans les espaces

intercellulaires du parenchyme cortical d’un hypocotyle de haricot (photo INRA).

13

Figure 50: Colonisation des vaisseaux du xyléme par X. fuscans subsp. fuscans

exprimant la GFP dans I’hypocotyle du haricot (photo INRA).



base des trichomes, au voisinage des stomates, le long des nervures et dans les dépressions
de la cuticule (Beattie et Lindow, 1999; Jacques et al., 2005). Divers facteurs et stress
influent sur la multiplication épiphyte, tels 'humidité et les UV (Jacques et al., 2005).
Chez X. fuscans subsp. fuscans, il a été montré que le temps de doublement de la
population augmente avec l’augmentation de la température (Weller et Saettler, 1980).
Une des stratégies de survie bactérienne dans de nombreux écosystemes consiste en la
formation de structures appelées biofilms. Jacques et collaborateurs (2005) ont montré
que chez X. fuscans subsp. fuscans, les cellules agrégées en biofilms forment des

populations plus stables que les populations solitaires, notamment en cas de stress.

4.2.2 Colonisation endophyte

Les bactéries du genre Xanthomonas ne possédent pas de mécanisme actif pour
pénétrer dans les tissus de ’hote. Elles pénetrent dans la plante par des blessures causées
notamment par les outils, les insectes ou le vent (Vidaver, 1993) ou par des ouvertures
naturelles telles que les stomates ou les hydathodes (Rudolph, 1993; Von Bodman et al.,
2003; Melotto et al., 2006; Pizarro-Cerda et Cossart, 2006; Underwood et al., 2007).
Lorsque les bactéries colonisent les parenchymes, la colonisation est dite endophyte. Elle
est dite vasculaire lorsque les bactéries colonisent le systéme vasculaire de la plante
(Rudolph, 1993; Vidaver, 1993). X. axonopodis pv. phaseoli et X. fuscans subsp. fuscans
peuvent également coloniser la plante de maniere endophyte, au niveau des espaces
intercellulaires (figure 49) et également au niveau des vaisseaux du xyleme (figure 50)

(Zaumeyer et Thomas, 1957).

4.3 Processus infectieux

Suite aux colonisations épiphyte et endophyte, dans le cas ou les conditions sont
favorables a la multiplication bactérienne, le processus infectieux s’enclenche pour étre
rapidement suivi par ’apparition de symptomes. Dans le cas contraire, un développement
et une dispersion asymptomatiques des bactéries auront probablement lieu. En effet, les
bactéries du genre Xanthomonas peuvent réaliser un cycle entier sans passage en phase
pathogene (Stall et al., 1993; Jacques et al., 2005; Darrasse et al., 2007). Les plantes
contaminées de cette maniére constituent alors autant de sources d’inoculum, menant
parfois a une colonisation asymptomatique de proche en proche. Pour qu'il y ait apparition
de symptdmes, il faut dépasser un certain seuil populationnel, qui correspond a 5x10°
CFU/cm? de tissu foliaire. Cette condition implique une période de latence entre le début

de linfection et les premiers symptomes (Weller et Saettler, 1980; Jacques et al., 2005).
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En général, les symptomes apparaissent apres la phase de développement végétatif, au
début du stade reproductif.

Ensuite, X. fuscans subsp. fuscans peut envahir les espaces intercellulaires, en
causant une dissolution progressive de la lamelle moyenne qui aboutit a l'apparition de
symptomes (Rudolph, 1993). Ces produits de dégradation sont utilisés par la bactérie
comme source de carbone. L’apparition des symptomes correspond a un encombrement
des espaces intercellulaires par les EPSs de la bactérie. Des taches d’aspect huileux sont
alors visibles (Vidaver, 1993). L’apparition d’un halo jaune autour des taches correspond a
la destruction de la chlorophylle par la bactérie. De plus, la multiplication des bactéries
exerce une pression physique sur les organes infectés, les bactéries peuvent alors étre
expulsées vers U'extérieur des organes sous forme d’exsudats bactériens (Rudolph, 1993).
En ce qui concerne linvasion de la tige, elle peut se faire de trois maniéres : soit via les
stomates de lhypocotyle, soit a travers le systeme vasculaire de la feuille, ou encore

depuis les cotylédons (Zaumeyer et Thomas, 1975 in Vidaver, 1993).

4.4 Dispersion de la bactérie et de la maladie

Il est généralement admis que la dispersion de X. axonopodis pv. phaseoli et X.
fuscans subsp. fuscans a ’échelle d’une plante peut étre réalisée soit par la multiplication
en surface des populations qui colonisent les espaces vierges grace aux contact entre
feuilles, aux mouvements laminaires de ’eau et du vent, soit par une progression des
cellules bactériennes dans les espaces intercellulaires mais aussi par une entrée de ’agent
pathogene dans les tissus vasculaires (Rudolph, 1993). Les bactéries déja présentes sur la
plante peuvent étre transportées vers dautres parties de la plante ou vers dautres
plantes, constituant ainsi des inoculums secondaires. La dispersion peut étre
asymptomatique ou se faire a partir de plantes présentant des symptomes (Weller et
Saettler, 1980; Darrasse et al., 2007). Dans ce dernier cas, la réserve d'inoculum est plus
abondante. Enfin la dispersion a longue distance est assurée par la commercialisation ou
’échange de semences contaminées. La graisse commune du haricot est 'une des

phytobactérioses transmise par les semences les plus préjudiciables (Stall et al., 1993).

4.5 Transmission de la bactérie aux semences de haricot

La transmission a la semence est une étape importante dans la survie et la
dissémination des bactéries pathogenes des plantes. C’est une étape clé dans le cycle
épidémique de X. axonopodis pv. phaseoli et X. fuscans subsp. fuscans (figure 49). X.
axonopodis pv. phaseoli et X. fuscans subsp. fuscans sont des pathogenes transmis par les

semences, c’est-a-dire que ce sont des organismes qui survivent dans les semences de sa
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Figure 51 : Les différentes voies de transmission d’une bactérie a un ovule de type
campylotrope (d’aprés Come, 1982 et Maude, 1996). 1 : transmission via le xyleme de la
plante mére ; 2 : transmission via le stigmate ; 3 : transmission par les téguments de la

gousse.



plante hote et qui peut ainsi contaminer la génération suivante. Classiquement, il a été
décrit qu’un agent pathogéne pouvait contaminer les graines par différentes voies (figure
51) (cf. Chapitre 1) (Maude, 1996). Chez le haricot, les bactéries peuvent se transmettre
par contact entre la gousse et les graines en présence de symptomes ou lors des opérations
de battage (Zaumeyer et Thomas, 1957). La transmission peut se faire a travers le systeme
vasculaire de la plante-mere via le funicule et le hyle sur la graine (Gilbertson et Maxwell,
1992), ou bien par l'intermédiaire de la fleur via le stigmate et le micropyle. L’importance

relative de ces différentes voies de contamination n’est pas connue.
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Nous avons vu dans la synthese bibliographique de ce manuscrit qu’en l’absence de
lutte chimique efficace et autorisée, la lutte contre les phytobactérioses est
principalement limitée a application de méthodes prophylactiques générales. Ces
méthodes, en particulier celles focalisées sur U’étape de transmission par la semence
(sélection sanitaire) permettent de limiter la dispersion des agents pathogenes et leur
incidence mais sont toutefois colteuses et non entiérement satisfaisantes puisqu’elles
conduisent a U’élimination des lots contaminés. La proposition de nouvelles méthodes de
lutte passe par une meilleure connaissance des mécanismes impliqués dans les différentes
étapes de colonisation de U’hote (Gitaitis et Walcott, 2007). Trois étapes apparaissent
cruciales pour la réussite de la colonisation de l’hote, il s’agit de (i) la contamination de la
plantule a partir de la graine contaminée, (ii) la colonisation de la phyllosphere pour
[’établissement de U'inoculum permettant sa dispersion et in fine (iii) la transmission des

bactéries a la semence.

Les objectifs de cette these ont été d’identifier et de caractériser des déterminants
moléculaires impliqués dans la colonisation précoce de ’héte pouvant aboutir a une

transmission asymptomatique de X. fuscans subsp. fuscans a la graine du haricot.

Pour atteindre cet objectif, nous avons suivi une démarche avec a priori.
L’hypothese testée est celle d’une interaction étroite entre l’agent pathogéne et son hote
a toutes les étapes de la colonisation et y compris en "absence de développement de
symptome. Les genes candidats sont de deux types principaux : il s’agit des genes codant
le SST3 (de type hrp2) et ses effecteurs (systeme situé au coeur de la communication
moléculaire entre ’agent pathogéne et son hote), et de différents genes impliqués dans
’adhésion aux surfaces et la formation de biofilms (structure clé dans la colonisation des
milieux par les bactéries). Apres avoir construit des mutants pour chacun des genes
candidats, nous avons caractérisé leur comportement lors des trois étapes clés
précédemment identifiées. Les résultats obtenus lors des étapes de colonisation de la
phyllosphére et de transmission a la semence sont présentés dans les deux premiers
chapitres de résultats, tout d’abord en ce qui concerne le SST3 et ses effecteurs (premier
chapitre), puis pour les facteurs d’adhésion et d’agrégation (second chapitre). Enfin, tous
les résultats concernant la colonisation de la spermosphére sont regroupés dans un

troisieme chapitre de résultats.
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Partie 1
Réle du systéme de sécrétion de type 3 et de
quelques effecteurs dans les étapes clés de la
colonisation d’une plante par une bactérie
phytopathogéne

Le SST3 est un systeme situé au coeur de la communication entre les bactéries
phytopathogenes et leurs hotes. Il permet la livraison dans la cellule hote d’effecteurs
ayant un role double. Ils contribuent au pouvoir pathogene mais aussi a la survie des
pathogenes ; ce qui finalement traduit leur implication dans la fitness de |’agent
pathogene. Aussi, nous avons voulu mesurer la contribution de ce SST3 et de quelques
effecteurs dans la colonisation de I’hote sensible dans des conditions ne se limitant pas a
la survie de l’agent pathogene mais ne permettant pas pour autant le développement de

symptome.

La dispersion du pathogene est une étape critique dans le cycle des maladies. Or, il
nous est apparu que la transmission a la graine, élément majeur de la dispersion des
phytopathogenes bactériens, était une étape dont le déterminisme était particulierement
méconnu. Aussi, nous avons étudié le comportement des souches mutées dans le SST3 et
ses effecteurs a la fois lors des étapes de colonisation de la phyllosphére mais aussi lors de

la transmission a la graine.

Ces travaux sont présentés ci-apres sous la forme d’un article intitulé « Type Il
secretion system of Xanthomonas fuscans subsp. fuscans is involved in phyllosphere
colonization process and in transmission to seeds of susceptible bean » soumis pour

publication dans la revue « Applied and Environmental Microbiology ».

Des données complémentaires ont été ajoutées a cet article et concernent les
résultats non présentés (data not shown) dans ce premier article ainsi que l’identification
des genes hrpF et hrcN, et deux effecteurs de type 3, avrBs2 et avrBs3 chez X. fuscans
subsp. fuscans CFBP4834-R. La mutation de ces quatre génes a permis d’étudier leur role
lors des étapes clés de la colonisation du haricot. Les matériels et méthodes des
expérimentations mises en place sont conformes a ceux décrits dans Uarticle. Les résultats

et la discussion issus de ces données complémentaires sont exposés a la suite de U'article.
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1.1 Abstract

Understanding the survival, multiplication and transmission to seeds of plant-
pathogenic bacteria is central to study their pathogenesis. We hypothesized that the type
Il secretion system (T3SS), encoded by hrp genes, could have a role in host colonization by
plant-pathogenic bacteria. The seed-borne pathogen Xanthomonas fuscans subsp. fuscans
causes common bacterial blight of bean. Directed-mutagenesis in strain CFBP4834-R of
X. fuscans subsp. fuscans and bacterial population sizes monitoring on bean leaves showed
that strains with mutations in the hrp regulatory genes, hrpG and hrpX, were impaired in
their phyllospheric growth as in the null interaction with Escherichia coli C600 and bean. In
the compatible interaction, CFBP4834-R reached high phyllospheric population sizes and
was transmitted to seeds at high frequencies with high densities. Strains with mutations in
structural hrp genes maintained the same constant epiphytic population sizes (1x10° CFU g
"of fresh weight) as in the incompatible interaction with X. campestris pv. campestris
ATCC33913 and the bean. Low frequencies of transmission to seeds and low bacterial
concentrations were recorded for CFBP4834-R hrp mutants and for ATCC33913, whereas E.
coli C600 was not transmitted. Moreover, unlike the wild-type strain, strains with
mutations in hrp genes did not transmit to seeds by vascular pathway. Transmission to
seeds by floral structures remained possible for both. This study revealed the involvement
of X. fuscans subsp. fuscans T3SS in phyllospheric multiplication and systemic colonization
of bean leading to transmission to seeds. Our findings suggest a major contribution for hrp

regulatory genes in host colonization processes.
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1.2 Introduction

The phyllosphere (i.e. the environment of leaf surfaces, (21)) provides important
niches for microbes such as fungi and bacteria with diverse lifestyles including epiphytes,
saprophytes and pathogens. While colonizing leaves, microorganisms are exposed to a
harsh environment submitted to multiple stresses including desiccation, UV irradiation and
nutrient limitation (4, 27). Xanthomonas fuscans subsp. fuscans (38) and X. axonopodis
pv. phaseoli (42, 43) are causal agents of common bacterial blight of bean (Phaseolus
vulgaris L) (44). During colonization of bean phyllosphere, X. fuscans subsp. fuscans forms
aggregates (biofilms) that protect it from stresses and maintain population sizes (22).
Under conditions of low relative humidity (RH) that limit bacterial multiplication,
X. fuscans subsp. fuscans can achieve a complete biological cycle on its susceptible host,
from the sown seed to the harvested seed, without causing any macroscopic symptoms
(11). Consequently, such an asymptomatic pathogenic life cycle is of great pathogenic and
ecological importance. It could provide discrete inoculum for future outbreaks of common
bacterial blight of bean and a means of survival for the bacteria under conditions that are
not favorable for its multiplication.

Pathogen transmission is one of the most important parameter for fitness (14, 29). It
combines the ability to survive outside the host prior to infection, multiplication on the
host, dispersion and transmission to new ecological niches including host seeds. Three seed
infection pathways are described for seed borne pathogens (28). Seeds can be internally
contaminated via the host xylem, as occurs for viruses, some fungi and a few bacteria.
This can result in the contamination of the seeds often through the hilum (1). Seeds may
also become infested via the stigma, where bacteria move through the stylar tissues to the
embryo; this was recently demonstrated for bacterial fruit blotch of watermelon (45). An
external infection occurs via flowers and fruits as a consequence of contact of the seed
with bacterial populations on symptomatic tissue, or during threshing with residues
carrying large bacterial populations (48). The molecular determinants involved in active
mechanisms of bacterial transmission to seeds in the absence of symptoms remain
unknown.

The hrp genes are one of the major pathogenicity determinants of most plant
pathogenic bacteria. These genes form a cluster, conserved in plant and animal pathogenic
bacteria, that encodes proteins which form a molecular syringe, the type Ill secretion
apparatus (18, 35). This type Ill secretion system (T3SS) allows the secretion and the

injection of bacterial virulence proteins, called effectors, directly in the host cell
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Table 1. Strains and plasmids used in this study.

Strain or plasmid Relevant genotype or characteristics f:; r;engz
Plasmids

pVO155 SS?}IL?EZS gp(ljjseTilgn?Rf’ &Unfgr? containing the promoterless (34)

pRK600 Cm®, traRK2, oriColE1 (16)

plJ3225 gaélzljster of X. campestris pv. campestris cloned in 3)
Strains

CFBP4834-R )é%f{:uscans subsp. fuscans CFBP4834-R wild-type strain; (22)

ATCC33913 i(t.rgciz:;uﬁ:rfris pv. campestris ATCC33913 wild-type (10)

85.10 X. axonopodis pv. vesicatoria wild type strain; Rif® (6)

306 X. citri subsp. citri wild type strain (10)

K12 Escherichia coli wild type strain (12)

E. coli F,0980dlacZ:M15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1,
DH5a hsdR17(rK™, mK"), supE44,relA1, deoR,:(lacZYA- (19)
argF)U169

C600 E. coli C600 wild-type strain; Rif® (32)
Mutants
4834HRCJ CFBP4834-R hrcJ(420)*::pVO155; Rif*, Km® This study
4834HRCR CFBP4834-R hrcR(320)*::pV0O155; Rif®, Km® This study
4834HRCT CFBP4834-R hrcT(799)*::pV0155; Rif¥, Km® This study
4834HRCV CFBP4834-R hrcV(1501)*::pV0O155; Rif?, Km® This study
4834HRPB2 CFBP4834-R hrpB2(298)*::pV0155; Rif}, Km® This study
4834HRPG CFBP4834-R hrpG(625)*::pV0155; Rift, Km® This study
4834HRPX CFBP4834-R hrpX(459)*::pV0155; Rif?, Km® This study
33913HRCU ATCC33913 hrcU::pV0155; Rif*, Km® Gift from M. Arlat
33913HRPX ATCC33913 hrpX::pVO155; Rif®, Km® Gift from M. Arlat

*: indicate the position from the start codon of pVO155 insertion in the target gene in Xac

306.



cytoplasm. Surprisingly, it has been shown that this T3SS is also necessary for leaf-
associated colonization of bean by Pseudomonas syringae pv. syringae (20). No similar
studies have been undertaken for other pathogens with epiphytic growth phase and for
other steps of host colonization such as transmission to seeds.

The work present herein aims to characterize the hrp cluster of X. fuscans subsp.
fuscans and to determine the role of hrp genes in the survival and the multiplication of

this bacterium in bean phyllosphere and in the transmission to bean seeds.

1.3 Materials and methods

Bacterial strains, plasmids and growth conditions. The bacterial strains and
plasmids used in this study are described in Table 1. Xanthomonad strains were grown at
28°C in 10% TSA medium (1.7 g L' tryptone, 0.3 g L' soybean peptone, 0.25 g L™ glucose,
0.5g L' NaCl, 0.5g L' K,HPO, and 15¢g L" agar) supplemented with the appropriate
antibiotics. Escherichia coli cells were cultivated at 37°C in Luria Bertani medium (10 g L’
tryptone, 5 g L yeast extract, 5 g L™ NaCl, 15 g L' agar) and for in planta studies on 100%
TSA medium (17 g L tryptone, 3 g L™ soybean peptone, 2.5 g L™ glucose, 5gL" NaCl, 5 ¢
L' K;HPO, and 15 g L' agar) supplemented with rifamycin. Antibiotics were used at the
following final concentrations: rifamycin (R): 50 mg L'; kanamycin (Km): 25 mg L;
rifampicin (Rif): 50 mg L' and chloramphenicol (Cm): 12.5 mg L". For in planta studies
media were supplemented with 50 mg L™ cycloheximide and 10 mg L propiconazole to
inhibit fungal growth. To prepare inocula, strains were grown 48 h in appropriate media
supplemented with appropriate antibiotics. Bacterial cells were suspended in sterile
distilled water. Suspensions were calibrated to 1x10® CFU mL" and adjusted to the desired

final concentrations with sterile distilled water.

Molecular biology techniques. Chromosomal DNA was extracted with the
Nucleospin® tissue kit (Macherey-Nagel Hoerdt, France). Plasmid preps were performed
with the Wizard® Plus Minipreps DNA Purification Systems (Promega). Restriction enzymes,
DNA ligase and GoTaq® DNA polymerase (Promega) were used according to the
manufacturer’s recommendations. Polymerase chain reactions (PCR) were done in 20 pL
volumes containing 200 pM dNTP, 1.5 mM MgCl,, 0.5 pM of each primer, 0.4 U uL" GoTagq
polymerase (final concentrations) and 4 pl of a boiled bacterial suspension (1x10” CFU mL’
'). PCR conditions were 5 min at 94°C followed by 35 cycles of 30 s at 94°C, 30 s at 60°C

and 1 min at 72°C and ended with 7 min at 72°C. Southern hybridizations were performed
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Table 2. PCR primers used in this study to construct and validate mutations in hrp

genes of X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R.

. PCR
Target PCR primer . b Relevant
gene code? Nucleotide sequence characteristic fragir;:nt
hreJ  Hred-F GGACTAGTCCTGCTGCATGCGGGCGTGGA Spel site 1355
HrcJ-R CCGCTCGAGCGGGAAAGCGGGTCGTTGTTGG Xhol site P
To be used
HrcJ-ext-F CATGACGCTCATTCCTCCTGT with ProR 891 bp
hrcR HreR-F GGACTAGTCCGCTGGTGGTCATCATGCTGG Spel site 293 b
HrcR-R2 CCGCTCGAGCGGTGTTTGAGGAGGAATTGC Xhol site P
HrcR-ext-R  TCACCGATAGCTCAGAACCAGG To be used 756 bp
with ProF
hreT HreT-F GGACTAGTCCCCTCGCAGGGCGTGTCGCTG Spel site 129
HrcT-R2 CCGCTCGAGCGGGTCATCTGCACATTGTTGTA Xhol site P
To be used
HrcT-ext-R  CGTTGGCGGCATCGTGCAAT with Prof 850 bp
hreV Hrev-F CGGGATCCCGATTCGCAAAAACGCCCCTGATT BamH] site 454D
HrcV-R GGTCTAGAGCCAGCAGACGCCGCAACACAT Xbal site P
HrcV-ext-F  TGGCCAACGAGAACGAGACAAG To be used 789 bp
with ProR
hrpBZ  HrpB2-F GGACTAGTCCATGACGCTCATTCCTCCTGT Spel site 357
HrpB2-R CCGCTCGAGCGGGCATCAACTTGATCTGCT Xhol site P
To be used
HrcB2-ext-R  GGAAAGCGGGTCGTTGTTGG with Prof 896 bp
hrpG  HrpG-F GGACTAGTCCTGCGAGCTGCTGATCTTCGAT Spel site 467 b
HrpG-R CCGCTCGAGCGGTTGTAGATGTGCTGCTCCATGGT  Xhol site P
HrpG-ext-F  CACCAACCAGCATCCTGCTC To be used 1680 bp
with ProR
hrpX  Hrpx-F GGACTAGTCCGCCTACAGCTACATGATCACCAA Spel site 206 b
HrpX-R2 CCGCTCGAGCGGCTTCGGCCAGCAGTTCGT Xhol site P
To be used
HrpX-ext-R ~ TTACCGCTGCAAGGTCTCCATCGG with Prof 446 bp
ProR TTCACGGGTTGGGGTTTCTACA pVO155 primer
ProF GAGATCCCCAGCCCGCCTAATG pVO155 primer

% For each target gene the two first primers indicated were designed to construct the

mutation. The third primer that needs to be used with ProF or ProR was designed for the

validation of the mutation and for the specific identification of mutated strain.

P: Underlined sequences indicate the relevant restriction site.



using gene and vector-specific PCR fragments as probes. Probes were labeled using the
PCR Digoxigenin (DIG) labeling mix (Roche Applied Science, France). Genomic DNA was
digested by BamHI and transferred to nylon membrane Hybond N* (Amersham) according to
supplier’s instructions. Blots were hybridized for 16 h at 42°C in 50% formamide, 5X SSC
20% SDS, 2% blocking reagent and 0.1% N-lauryl-sarcosine, followed by washes in 2X
Chloride/Sodium Citrate (SSC), 0.1% Sodium Dodecylsulfate (SDS) and 0.1X SSC, 0.1 % SDS
at 68°C. The probes were detected using the Fab fragments of an Anti-digoxigenin
antibody conjugated with alkaline phosphatase (Anti-DIG-AP) and Nitro-Blue Tetrazolium
Chloride/5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate  p-Toluidine Salt (NBT/BCIP) solution

according to the supplier’s instructions (Roche Applied Science, France).

Construction of hrp gene disruptions in X. fuscans subsp. fuscans. For specific
inactivation of CFBP4834-R genes, a plasmid-integration mutagenesis strategy was used as
previously described (34). For each target gene, primers were designed based on the
consensus sequence from sequenced genomes of xanthomonads. Sequences of
oligonucleotide primers are listed in Table 2. The PCR fragment was ligated into the
suicide vector pVO155 (34) and this construction was introduced into E. coli DH5a. PCR
fragments cloned into the pVO155 were sequenced to verify their identity. Plasmid was
transferred into the strain CFBP4834-R by triparental mating (17) using the mobilizing E.
coli K12 (pRK600) (16).

Disruption of each target gene was verified by PCR using one primer in the plasmid
(proR or proF) and a second primer in the genome outside the recombinant region (Table
2) and Southern blotting using the recombinant fragment as a specific probe. Single
insertion was confirmed by Southern blot using a vector-specific probe (Table 2).

For the phenotypic characterization of the mutants, the in vitro growth rate of each
hrp mutant was compared to that of the wild type strain CFBP4834-R. Growth curves were
established by growing strains at an initial concentration of 1x10’ CFU mL™ in 100-well
honeycomb microtiter plates (Thermo Electron, France) in 10% TSB (1.7 g L' tryptone,
0.3 g L' soybean peptone, 0.25 g L™ glucose, 0.5 g L™ NaCl, 0.5 g L™ K;HPO,). Plates were
incubated at 28°C with continuous shaking (120 rpm) over a period of 2 to 3 days. Growth
measurements were monitored automatically every 2 h by optical density measurements at
600 nm using the Bioscreen C instrument (Labsystems, Helsinki, Finland). Non-inoculated
wells were used as aseptic controls. The experiment was repeated three times for each
strain.

The stability of the constructions was verified in vitro by testing the kanamycin

resistance of the bacteria. Liquid cultures at initial concentration of 1x10® CFU mL™" of
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each strain were cultured in 10% TSB without antibiotic selection pressure at 28°C under
constant agitation (120 rpm), 24h later they were 10 times-diluted and grown up again,
this step was repeated during four days. Finally bacterial populations were plated on
selective (10% TSA supplemented with rifamycin and kanamycin) and non-selective media
(10% TSA) and population sizes were compared. Three independent cultures of every strain
were analyzed and the experiment was repeated three times. The stability of the mutation
was also verified in planta by comparison of the bacterial population sizes on selective and
non-selective media the day of inoculation and at the last sampling date. To confirm
stability of the construction vs. antibiotic resistance acquisition and to check cross-
contamination among treatments the identity of ten colonies per plant that developed on
the non-selective medium was verified by PCR using specific primers (Table 2).

A functional complementation experiment of our 4834HRCT mutant was conducted
by providing in trans the plJ3225 plasmid, which is a pLAFR1 carrying the hrp cluster of
X. campestris pv. campestris strain 8004 on a 29.200 bp EcoRI- EcoRl DNA fragment (3).

Plant material. In planta experiments were conducted with susceptible common
bean (P. vulgaris cv. Flavert) and pepper (Capsicum annuum, cv. ECW10R). Seeds were
sown in 10x10x18 cm pots (1 seed per pot) containing soil substrate (Neuhaus humin
substrat S NF 11-44-551, Proveg, La Rochelle, France). Peppers and beans were grown in
growth chambers under 16 h of light at 25°C (28°C for pathogenicity tests) and 8 h of
darkness at 20°C (22°C for pathogenicity tests) and under high (95%) relative humidity
(RH). For experiments on phyllosphere colonization and transmission to seeds RH was
decreased to 50% from two days after inoculation. Plants were watered three times per
week and supplemented with 0.3 g L' NPK (18/14/18) once a week. Plant inoculations

were carried out under quarantine at UMR PaVé, Centre INRA, Beaucouzé, France.

Pathogenicity and hypersensitivity tests. Pathogenicity tests on bean were
performed by grazing the surface of a young trifoliate leaf with cotton gauze soaked in a
suspension calibrated at 1x10” CFU mL". One leaf per plant and three plants per strain
were inoculated. Symptoms were recorded daily during 11 days following inoculation.
These tests were repeated at least three times for every bacterial strain.

Hypersensitivity (HR) tests were performed on pepper by infiltrating bacterial
suspensions adjusted to 1x10® CFU mL" into leaves of three-week old plants. Presence or
absence of a necrosis localized at the point of inoculation was scored two days after
inoculation. Every strain was infiltrated three times on a plant and three plants were

inoculated per strain.
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Dynamics of bacterial population sizes on bean leaves. Plants at the first trifoliate
stage (31) were spray-inoculated until runoff with bacterial suspensions at 1x10° CFU mL
and with sterile distilled water for control. For every strain, the first trifoliate leaf of five
plants was collected 3 hours, and 1, 4 and 11 days after inoculation. Each leaf was
weighed and ground individually (Stomacher 80; Seward, London, United Kingdom) for 2
min at maximum power in 5 mL of distilled water. Every sample and appropriate dilutions
were spiral plated (Spiral Biotech, Bethesda, MD) on selective medium to enumerate the
inoculated strain. Samples from control plants were plated on 100% TSA to quantify
bacterial indigenous population sizes. Primary leaves were imprinted on appropriate media
with appropriate antibiotics at every sampling date. To avoid cross-contaminations, plants
receiving a similar treatment were grouped in growth chamber and were separated by
polypropylene walls from other treatments. In each experiment, treatments were

randomly distributed and experiments were repeated at least three times.

Inoculations of beans at flower bud stage and analyses of bacterial transmission to
seeds. Beans at the flower bud stage (31) were spray-inoculated until runoff with bacterial
suspensions at 1x10° CFU mL". Bacterial population sizes were quantified in flower buds
from five plants 3 hours after spray-inoculation and in seeds from 10 plants per experiment
six weeks after inoculation. The same experimental design as for phyllosphere colonization
experiments was used. Samples (flower buds or seeds) were bulked per plant. Bulks of
flower buds were weighed and ground (Stomacher 80; Seward, London, United Kingdom)
for 2 min at maximum power in 5 mL of distilled water. Asymptomatic pods were carefully
opened to extract seeds without any exogenous contamination. For that, in a sterile
environment using gloves, every pod was dissected with a sterile scalpel taking care not to
touch the seeds. Once the pod was opened, seeds were detached one by one from the pod
using sterile forceps. By this method, seeds never enter in contact with the external
surface of the pod nor with any contaminated material. Seeds were weighed and soaked
overnight at 4°C in 2 ml of sterile distilled water per g of seeds (5.56 seeds g'). Samples
were then vigorously shaken. To quantify population sizes of strains with mutations in hrp
genes and to look for reversion events aliquots of 500 L of samples were spread-plated
and appropriate dilutions were spiral-plated on 10% TSA-R or 10% TSA-R-Km medium. For
every sample, the identity of ten colonies grown on 10% TSA-R was confirmed by PCR with
appropriate primers (Table 2). For other strains aliquots of 500 uL of samples and
appropriate dilutions were plated on appropriate medium to quantify bacterial population

sizes.
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To compare the occurrence of the vascular and the floral pathways in bacterial
transmission to seeds two different inoculation methods were used. On a first set of plants
direct flower bud inoculation was performed by depositing 20 pL of a 1x10° CFU mL’
inoculum per flower bud on three groups of flower buds per plant taking every possible
precaution to avoid dispersion of the inoculum on leaves. After inoculum drying,
inoculated flower buds were enclosed in transparent cellophane bags to avoid any
subsequent contamination of leaf by contact with inoculated flowers. On a second set of
plants, three groups of flower buds per plant were protected with transparent cellophane
bags before plants were inoculated by spraying the phyllosphere with a 1x10°> CFU mL’
inoculum. Three hours after inoculations bacterial population sizes were quantified on
leaves bulked per plant when flower buds were inoculated by depositing drops of
inoculum, and on the third trifoliate leaf for spray inoculated plants. Bacterial population
sizes were also quantified in inoculated and protected flower buds. At harvest (six weeks
after inoculation) bacterial population sizes were quantified in pods and seeds. Ten plants
per strain and per treatment were analyzed the day of inoculation and 30 plants per strain
and per treatment at harvest. Sample analyses were performed as described above; pods
were analyzed as leaves.

Dynamics of population sizes of CFBP4834-R and 4834HRCV were determined in
reproductive organs of plants inoculated by depositing 20 pL of a 1x10° CFU mL™" inoculum
per flower bud. Flower buds and pods were sampled 3 hours, 1, 2, 3, 4, 15, 28 and 35 days
after inoculation on 5 plants per strain and per sampling date. Sample analyses were

performed as described above.

Statistical analyses. Statistical analyses were performed using Statbox Pro software
(Grimmer Logiciels, Optima France). Log-transformed data were analyzed with Kruskal-
Wallis and Mann-Whitney tests. Comparisons of transmission frequencies were based on a
Pearson's c? test. To compare paired population sizes quantified on selective and non-

selective media Wilcoxon’s signed-ranks test for two groups was used (39).

1.4 Results

Bacterial colonization of the bean phyllosphere and transmission to bean seeds
are function of the type of interaction. In order to characterize the role of hrp genes in
the survival and the multiplication of X. fuscans subsp. fuscans in bean phyllosphere we

first determined standard bacterial behaviors by their dynamics of bacterial population
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Figure 1: Colonization of bean by wild type strains X. fuscans subsp. fuscans
(CFBP4834-R), X. campestris pv. campestris (ATCC33913) and E. coli C600 and
indigenous bacterial flora (IBF). Bacterial population sizes were determined on bean
leaves sampled 3 h, 1, 4 and 11 days after spray-inoculation (1x10° CFU mL"). Mean and
SEM were calculated on five leaves per sampling date. Mean population sizes followed by

different letters are significantly (p<0.05) different on the basis of the Mann-Whitney test.

Table 3. Frequencies of bacterial transmission to bean seeds and mean bacterial
population sizes after spray-inoculation (1x10° CFU mL") of bean at the flower bud

stage.

Mean bacterial population sizes

Strains Frequencies ® on contaminated harvests
(Log CFU g Fr. wt.) (SEM)
CFBP4834-R 0.87 6.63 (0.33)
ATCC33913 0.23* 1.91 (0.47)
C600 0* Nd®
4834HRCJ 0.17* 2.18 (0.72)
4834HRCR 0.40* 1.71 (0.24)
4834HRCT 0.17* 0.96 (0.14)
4834HRCV 0.37* 2.29 (0.39)
4834HRPB2 0.27* 1.81 (0.28)
4834HRPG 0.07* 1.85 (0.38)
4834HRPX 0.07* 1.31 (0.17)
33913HRCU 0.13* 1.15 (0.27)
33913HRPX 0.23* 1.70 (0.53)

%: a total of 30 plants were analysed.
®: not determined.
* indicate significant different values with the wild type CFBP4834-R according to a %2 test



sizes in null (E. coli C600), compatible (X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R) and
incompatible (X. campestris pv. campestris ATCC33913) interactions. Despite the same
initial inoculum concentrations (1x10° CFU mL™), E. coli C600 population sizes quantified
in leaves three hours after inoculation were about 0.01 fold those of CFBP4834-R and
ATCC33913 (Fig. 1) showing that E. coli C600 was impaired in its adhesion to bean leaves.
Moreover, E. coli C600 was not able to multiply in the phyllosphere and was not recovered
after a few days. Only X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R was able to multiply on bean
leaves and reached high population sizes around 1x10® CFU g™ of fresh weight 11 days after
bacteria were inoculated. Throughout the experiment, population sizes of X. campestris
pv. campestris ATCC33913 remained stable at 1x10°> CFU g'of fresh weight and were
significantly (p<0.05) higher than that of the indigenous bacteria flora. No symptoms were
observed on any aerial parts of beans during experiments.

X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R, X. campestris pv. campestris ATCC33913 and
E. coli C600 were also separately inoculated on beans at the flower bud stage to determine
their transmission rate to the new generation of seeds. No seeds of the 30 inoculated
plants were contaminated with E. coli C600 (Table 3). X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-
R was transmitted to the seeds at high frequency, whereas X. campestris pv. campestris
ATCC33913 frequency of transmission to seeds was significantly (p<0.05) lower with much
lower population sizes on contaminated seeds than for X. fuscans subsp. fuscans
CFBP4834-R. Thus three different behaviors were recorded: (i) in the null interaction no
bacterial survival and no bacterial transmission to seeds, (ii) in the incompatible
interaction bacterial survival in the phyllosphere and bacterial transmission to seeds at low
frequencies and associated with low population sizes, whereas (iii) in the compatible
interaction bacterial multiplication on leaves and bacterial transmission to seeds at high

frequencies and high bacterial population sizes.

Characterization of the T3SS of X. fuscans subsp. fuscans strain CFBP4834-R. As
X. fuscans subsp. fuscans genome is not yet sequenced, specific primers of hrp genes were
designed based on consensus sequences obtained by comparison of hrp cluster sequences
of X. citri subsp. citri strain 306 (10), X. axonopodis pv. glycines strain 8ra (23),
X. axonopodis pv. vesicatoria strain 85-10 (40), X. oryzae pv. oryzae strain KACC10331 (24)
and X. campestris pv. campestris strain ATCC33913 (36). This allowed the identification
and the sequencing of a complete set of hrp genes in CFBP4834-R (NCBI accession
numbers: EU215387, EU215388, EU215389). Sequence analysis of Hrp proteins of CFBP4834-
R showed that they were more similar to the Hrp proteins of X. citri subsp. citri (strain

306) and X. axonopodis pv. glycines (strain 8ra) than to those of X. axonopodis pv.
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vesicatoria (strain 85-10) than to those of X. campestris pv. campestris (strain ATCC33913)
(Fig. 2). On the contrary, the sequence of the surface-exposed domain of the pilin HrpE
was more closely related to that of X. campestris pv. campestris (strain ATCC33913) than
to that of X. citri subsp. citri (strain 306).

In order to evaluate the role of the T3SS both in colonization processes in the
absence of symptoms and in transmission to seeds of X. fuscans subsp. fuscans in bean, we
constructed strains with mutations in hrpB2, hrcJ, hrcR, hrcT, hrcV, hrpG and hrpX genes
(Table 1). PCR amplifications using specific primers (Table 2) confirmed that pVO155
unique insertions were at the correct positions. Southern blot hybridizations confirmed the
single plasmid insertion event. Population sizes of each strain with mutations enumerated
on non-selective medium were not (p>0.05) higher that those enumerated on selective
medium showing that all constructions were stable both in vitro and in planta. Growth
rates of the wild type CFBP4834-R and of every strain with mutation in hrp genes were
similar in 10% TSB, indicating that the mutation of a given hrp gene did not impair the in
vitro growth of the corresponding strain. Furthermore, no reversion was observed in vitro
after 54 generations without selection pressure (data not shown).

When inoculated onto bean plants, none of the strains with mutations in hrp genes
was able to cause any water-soaked symptoms as compared to the wild type strain (data
not shown). Moreover, following infiltrations into resistant pepper leaves carrying the BsT
and Bs1 resistance genes, none of the strains with mutations in hrp genes induced an HR,
the typical necrotic lesion associated with plant resistance. In contrast, the wild type
strain ATCC33913 of X. campestris pv. campestris carrying avrBs1 gene (10) induced the
expected classical HR and the wild type strain CFBP4834-R of X. fuscans subsp. fuscans
showed the same weak spotty HR as described by Escolar and colleagues (13).
Pathogenicity of the 4834HRCT strain with mutation in hrcT gene was restored by
complementation (data not shown). Altogether, these results showed that X. fuscans
subsp. fuscans strain CFBP4834-R had a functional T3SS.

Impact of mutations in hrp genes of CFBP4834-R on bacterial multiplication and
bacterial survival in the phyllosphere. Individual inoculation of strains with mutations in
hrp genes and wild type strain resulted in three different behaviors during the
asymptomatic colonization of the bean phyllosphere (Fig. 3). First, in the compatible
interaction CFBP4834-R population sizes increased from the first day after inoculation and
reached 1x10® CFU g'of fresh weight 11 days after inoculation. Mean CFBP4834-R
population sizes the 11™ day after inoculation were significantly higher (p<0.05) than those
determined the first day after inoculation. Second, strains (4834HRPB2, 4834HRCJ,
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Figure 3: Colonization of bean by X. fuscans subsp. fuscans strain CFBP4834-R and
strains with mutations in hrp genes. Bacterial population sizes were determined on bean
leaves sampled 3 h, 1, 4 and 11 days after spray-inoculation (1x10° CFU mL"). Mean and
SEM were calculated on five leaves per sampling date. Mean population sizes followed by

different letters are significantly (p<0.05) different on the basis of Mann-Whitney test.
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Figure 4: Imprinting of bean leaves (upper and lower surfaces) during phyllosphere
colonization by X. fuscans subsp. fuscans strain CFBP4834-R and strains mutated in
hrcV genes (4834HRCV) and hrpG (4834HRPG) after spray-inoculation (1x10° CFU mL™").

Three leaves per strain and per sampling date are presented.



4834HRCR, 4834HRCT, 4834HRCV) with mutations in structural hrp genes (hrpB2, hrcJ,
hrcR, hrcT, hrcV) were not able to multiply efficiently throughout the experiment and
their population sizes stabilized at 1x10° CFU g of fresh weight, as observed previously in
the incompatible interaction for ATCC33913 (Fig. 1). For these strains, their mean
population sizes the 11th day after inoculation were not significantly (p>0.05) higher than
those determined the first day after inoculation. To gain insight into the milieu colonized
by the strains we imprinted the surface of leaves on agar medium. Imprinting of leaves
inoculated by strain 4834HRCV with mutation in hrcV gene (Fig. 4) did not show any
substantial differences in surface populations compared to leaves inoculated the wild type
strain CFBP4834-R. Surface populations illustrated by number of colonies seemed
sometimes even higher than what was observed for the wild type strain. Similar results
were obtained for other strains with mutations in structural hrp genes. Third, behavior of
strains (4834HRPX and 4834HRPG) with mutations in the regulatory hrp genes (hrpX and
hrpG) was the most affected with a decrease of their population sizes throughout the
experiment. Their mean population sizes determined the first day after inoculation were
significantly (p>0.05) higher than those determined the 11th day after inoculation.
Imprinting of leaves inoculated by strain 4834HRPG, with mutation in hrpG gene, (Fig. 4)
showed lower number of colonies on leaves compared to wild type strain CFBP4834-R and
strains with mutations in structural hrp genes (Fig. 4).

Dynamics of bacterial population sizes of two strains of X. campestris pv. campestris,
one with a mutation in a structural hrp gene (hrcU) and a second in a regulatory hrp gene
(hrpX), were quantified in the bean phyllosphere in comparison with the wild type strain
ATCC33913. Strains of X. campestris pv. campestris with mutations in hrp genes behaved
similarly as their parental strain in the bean phyllosphere throughout the 11 days of the
experiment. Their population sizes were not significantly different (p<0.05) from each
other and from those of ATCC33913 at any sampling date. This absence of differences
among population sizes indicated that a functional T3SS did not play any role in

X. campestris pv. campestris survival in non-host phyllosphere.

Strains with mutations in hrp genes are impaired in their transmission to bean
seeds. Transmission rates of each strain of X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R with
mutations in hrp genes to the bean seeds were significantly (p<0.05) altered compared to
the transmission of the wild type strain (Table 3). Transmission rates of strains with
mutations in hrp genes ranged from 0.07 to 0.40 while transmission rate of CFBP4834-R
was 0.87. The strains with mutations in hrp genes also showed significantly (p<0.05) lower

population sizes on contaminated seeds (around 1x10* CFU g™ of fresh weight) than the

78



wild type strain CFBP4834-R (4.3x10’ CFU g”of fresh weight). Strains (4834HRPG and
4834HRPX) with mutations in regulatory genes (hrpG and hrpX) appeared to be the most
altered in their ability to be transmitted to the bean seeds with very low frequencies (0.07
for each) and low final population sizes on seeds. CFBP4834-R strains with mutations in hrp
genes were transmitted to bean seeds at similar frequencies as X. campestris pv.
campestris ATCC33913 in the incompatible interaction with bean. ATCC33913 strains with
mutation in hrp genes were transmitted to bean seeds at similar frequencies (around 0.20)
as their parental strain. This result indicates that in this incompatible interaction a

functional T3SS is not required for transmission to seeds.

Analysis of pathways used by CFBP4834-R and strains with mutations in hrp genes
for transmission to seed. To monitor the bacterial transmission to seeds by the vascular
pathway reproductive organs were protected before spray inoculation of leaves. Using this
inoculation method only wild type strain CFBP4834-R of X. fuscans subsp. fuscans was able
to transmit to pods and seeds with high frequencies (0.85 and 0.63, respectively) whereas
none of 4834HRPG, 4834HRCT and 4834HRCV strains were able to transmit to pods or
seeds. Mean CFBP4834-R population sizes on contaminated pods were 4.47x10° CFU g
(SEM: 3.08 CFU g') of fresh weight and on contaminated seeds 158 CFU g (SEM: 2.07 CFU
g’') of fresh weight.

To monitor bacterial transmission to seeds by the floral pathway, inoculum was
deposited directly in flower buds. These experiments showed that CFBP4834-R was also
able to transmit to both pods and seeds with high frequencies (0.9). CFBP4834-R strains
with mutations in regulatory hrp gene (4834HRPG) and in structural hrp genes (4834HRCT
and 4834HRCV) showed important transmission rates to pods with frequencies of 0.67, 0.52
and 0.89, respectively. These strains could transmit to seeds with lower frequency (0.1,
0.2, and 0.04, respectively) than CFBP4834-R. In our asymptomatic conditions,
transmission to seeds by the way of a contact with pod symptoms was obviously abolished
and great care was taken to avoid any seed contamination with pod tissue while collecting
seeds.

Lower bacterial transmission to pods is not a consequence of a lower initial
colonization of the strains with mutations in hrp gene in flowers compared to CFBP4834-R.
The dynamic of flower contamination following flower bud inoculation was similar (p>0.05)
for CFBP4834-R and 4834HRCV strain until the fourth day after inoculation. Precisely,
mean population sizes of CFBP4834-R were 2.33x10°, 4.05x10°, 3.58x10°, 1.43x10° CFU g
"of fresh weight and of 4834HRCV 2.16x10°, 1.63x10°, 3.48x10°%, 3.16x10° CFU g of fresh
weight, every day after inoculation respectively. On the 15th, 28th and 35th days after
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inoculation population sizes were significantly (p<0.05) lower on pods colonized by
4834HRCV (2.26x10%, 2.29x10*, 1.28x10°> CFU g™ of fresh weight) than on pods colonized by
CFBP4834-R (1.94x107, 2.77x107, 3.51x10® CFU g of fresh weight). Populations were three
orders of magnitude lower for the strain with mutation in hrcV gene than for the wild type

at each sampling date.

1.5 Discussion

In this paper, we showed that a classical pathogenicity determinant, the T3SS
encoded by the hrp gene cluster is involved in X. fuscans subsp. fuscans early and late
colonization processes but not in its survival on its host. The T3SS is also required for high
a frequency of pathogen transmission to the seeds. However, low bacterial transmission
rates to seeds are independent of a functional T3SS as is bacterial survival on non-host
plants. Previous studies have demonstrated that alteration of T3SS in other bacterial
pathogens abolishes pathogenicity (8, 23, 26, 50) and in planta multiplication (7, 26). Our
experimental approach focused on the measurement of phyllosphere colonization
processes and transmission to seeds of wild type and strains with mutations in hrp genes of
X. fuscans subsp. fuscans in low RH conditions with low initial bacterial population sizes
(below 1x10® CFU g of fresh weight). These conditions do not favor disease expression for
X. fuscans subsp. fuscans (22) and were used to reproduce the most commonly observed
situation under temperate climate for a bacterial plant pathogen, i.e. asymptomatic
colonization of the host. Indeed, the interactions between a susceptible host and a
virulent plant pathogenic bacterium may only rarely result in disease symptoms (21). We
show here that the absence of disease manifestation does not compromise host
colonization by X. fuscans subsp. fuscans including the phyllosphere and the reproductive
organs. X. fuscans subsp. fuscans behavior is not restricted to survival; it is therefore
different from that of X. campestris pv. campestris on bean in these environmental
conditions.

During bean phyllosphere colonization, X. fuscans subsp. fuscans colonizes both
external and internal compartments of the plant (22, 49). It is probable that efficient
asymptomatic bean colonization by X. fuscans subsp. fuscans was mainly due to an
endophytic colonization. Indeed, we observed with leaf imprinting that the number of
colonies of X. fuscans subsp. fuscans on the leaf surface decreased in the days following
spray inoculation whereas X. fuscans subsp. fuscans total population sizes significantly

increased, suggesting an important endophytic colonization. Endophytic colonization of the
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leaf parenchyma may be particularly well supported by the presence of more nutrients in
the internal compartment of leaves than on the leaf surface (30).

Strains with alterations in the T3SS were impaired in leaf colonization. Leaf
imprinting showed that similar numbers of colonies were recovered from the surface of the
leaf for strains with mutations in structural hrp genes and the wild type strain whereas
strains with mutation in hrp genes established total phyllosphere population sizes that
were 1000 fold smaller than those of the wild type strain. This means that the decrease
probably concerned mainly the endophytic compartment. Interestingly, similar conclusions
were obtained for other phytopathogens like P. syringae and Erwinia amylovora. P.
syringae pv. tomato hrp mutants are impaired in the endophytic colonization of their host
(7). Furthermore, it has been shown that structural hrp genes are induced inside leaf
tissue and not on the leaf surface (9) and that the elicitor of hrp genes via PrhA in
Ralstonia solanacearum is a non-diffusible plant cell wall component (2).

We demonstrated that X. fuscans pv. fuscans strains deficient in the regulatory genes
hrpG and hrpX were more affected than strains deficient in the T3SS structural genes in
their colonization capacities, suggesting that HrpG and HrpX regulate additional genes
beyond T3SS in X. fuscans subsp. fuscans. Moreover, population size of 4834HRPG, strain
mutated in hrpG gene, was slightly but significantly lower than that of the wild type 3 h
after leaf inoculations suggesting that strain was impaired in leaf adhesion. This could
have impacted its potential for later leaf colonization. Interestingly, we also showed that
this strain (4834HRPG) was also hyper motile (data not shown). It has been shown in
Ralstonia solanacearum that HrpG positively regulates genes involved in attachment and
protection response functions (41). The authors proposed that HrpG serves as a molecular
switch between saprophytic and pathogenic lifestyles (41). Indeed, there is an opposite
regulation in the phytopathogenic bacteria Erwinia amylovora between the virulence-
associated T3SS and the flagellar system (9). Moreover, it was also demonstrated that
nutrient acquisition in X. campestris pv. campestris could involve plant carbohydrate
scavenging by TonB-dependent receptors and that some TBDRs could be under the
regulation of hrpG gene but also are independent of a functional T3SS (5). It is therefore
tempting to hypothesize that nutrient acquisition during saprophytic development of these
plant pathogenic bacteria is dependent on HrpG regulation but also independent of a
functional T3SS. Surprisingly, X. fuscans subsp. fuscans strains deficient in the regulatory
genes hrpG and hrpX were still able to transmit to seeds. This perhaps links to the very
different chemical and physical natures of these two environments (phyllosphere and
flower buds). This is also coherent with other reports dealing with the pleitropic

phenotype of strains with mutations in hrp regulatory genes (33, 41).
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We confirmed that X. fuscans subsp. fuscans hrp genes translated sequences shared
strong homology with Hrp proteins of other X. axonopodis pathovars sensu Vauterin and
colleagues (22, 43). The percentage of identity corroborated the predicted phylogeny of
xanthomonads, namely that X. fuscans subsp. fuscans was more closely related to X. citri
subsp. citri and X. axonopodis pv. glycines than to X. axonopodis pv. vesicatoria and more
closely related to the species X. oryzae pv. oryzae than to the species X. campestris pv.
campestris (37, 42). However, the Hrp pilus subunit, HrpE, seemed to have evolved
differently than other Hrp proteins. We found that the surface-exposed domain of the
X. fuscans pv. fuscans HrpE was more closely related to that of X. campestris pv.
campestris than to that of X. citri subsp. citri. A structure in three domains is proposed for
HrpE: (i) a domain containing the T3S signal in the N-terminus, (ii) a surface-exposed
domain and (iii) a polymerization domain in the C-terminus (46). Weber and Koebnik (47)
showed that the C-terminus is subjected to purifying selection and the surface-exposed
domain to positive selection, corresponding to an evolutionary adaptation of this surface
structure to avoid recognition by the plant defense system (47). Curiously, we found a poor
homology (30%) with that of X. axonopodis pv. phaseoli which is also a bean pathogen and
was until recently considered belonging to same species and pathovar (22, 43).

Both from ecological and agricultural perspectives, transmission of a pathogen to the
next generations of its host is a major critical step. We are not aware of any other study
designed to look explicitly at the loss of a major class of pathogenicity determinants on
the transmission of a pathogen to the seeds of its host. One pathway for bacterial
transmission to seeds (i.e. seed pollution) was suppressed in our experimental approach by
avoiding contact of seeds with symptoms (environmental conditions did not allow symptom
development) or contaminated pod tissue (delicate extraction of seeds from pods). The
two remaining pathways for bacterial transmission to seeds are the vascular pathway in
which bacteria colonize reproductive organs through the vascular system and the floral
pathway in which bacteria colonize the pistil and the ovary (28) to finally reach and
contaminate the seeds. We found that alteration of T3SS drastically decreased
transmission to seeds by X. fuscans subsp. fuscans. This could be the result of low bacterial
population sizes of strains with mutations in hrp genes but also to transmission pathways
not available for such strains limiting contamination of seeds. Our experiments of leaf
inoculation associated with a protection of flower buds showed that strains with mutations
in hrp genes were completely unable to use the vascular pathway for transmission to
seeds. For the wild type strain, vascular transmission to seeds was responsible for the
contamination of seeds for more than 50% of the plants. By direct flower bud inoculations,

X. fuscans subsp. fuscans hrp strains with mutations in hrp genes could transmit to seeds

82



through the stylar tissues. Floral transmission to seeds via the stylar tissue was
demonstrated for Acidovorax avenae ssp. citrulli in watermelon blossoms (25) and for a
bacterial biocontrol agent (15). Floral transmission to seeds is however less efficient for
strains with mutations in hrp genes than for the wild type strain. This was not a
consequence of a low bacterial installation on flower buds as population sizes remained
similar for the wild type strain and 4834HRCV during at least four days following
inoculation of flower buds.

According to our results, we propose different stages to describe colonization of
aerial plant parts by bacteria. First, bacteria adhere on plant surface after arrival. This
step was not possible for E. coli on bean leaves, based on the 100 fold smaller population
sizes for E. coli immediately following inoculation. Second, bacteria survive in the
phyllosphere. This survival is certainly limited to the surface of the leaf. Indeed, based on
the comparison of the population sizes quantified in the phyllosphere and the number of
colonies found on the leaf surface by leaf imprinting for X. campestris pv. campestris,
strains mutated in structural hrp genes and the wild type strain of X. fuscans subsp.
fuscans we conclude that the survival of X. campestris pv. campestris and of strains
mutated in structural hrp genes was mainly restricted to the leaf surface. This basic
epiphytic competence requires the master hrp regulators (HrpG and HrpX) but not a
functional T3SS. Strains of X. fuscans subsp. fuscans with mutations in hrp structural genes
and X. campestris pv. campestris are able to colonize new organs (data not shown) and
contaminate reproductive organs like flowers and seeds. Frequencies of such events and
associated population sizes are however low. Third, in the case of a compatible
interaction, an increase in bacterial population sizes colonizing the host is dependent on a
functional T3SS even in the absence of symptoms. This colonization is mainly endophytic
and leads to an efficient transmission of the pathogen to the seeds.

Altogether, the results reported in this study indicate that hrp genes are implicated
in early and late stages of host phyllosphere colonization by X. fuscans subsp. fuscans and
in transmission to host seeds. This new finding opens questions about the genes regulated
by the master regulators HrpG and HrpX and about the physical role of T3SS in these

processes.
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Tableau 4 : Amorces utilisées pour ’identification puis la mutation d’orthologues des
génes hrcN, hrpF, avrBs1, avrBs2 et avrBs3 chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-
R. Les amorces en gras sont celles qui ont été utilisées pour la mutagenése dirigée des

genes correspondant chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R.

Géne Taille du Nom de
cible géne (pb) l'amorce

Position des

Séquence nucléotidique des amorces
amorces (pb)

hreN 1329 hrcN-F AAGAGCACCTTGATGGGAATGTT 537

hrcN-R GGGACGATCTGGCTCATCAC 1111

hrpF 2475 hrpF-F CCGCTCGAGCGGGATCGTTTCGACCTTGAATGC 512

hrpF-R GGACTAGTCCCTTCTTGTAGCCGGTGATCGAG 1558

avrBs1 1338 AvrBs1-F GGACTAGTCCAATAAATCCACGCTGCATGACA 472

AvrBs1-R CCGCTCGAGCGGTGGGCCAAGCCATGATAGTT 1083

avrBs2 2145 AvrBs2-F GGACTAGTCCTGCCGGTGTTGATGCACGA 944

AvrBs2-R CCGCTCGAGCGGTGATCGGTCAACAGGCTTTC 1782

avrBs3 3381 AvrBs3-F1 GGACTAGTCCCCCCCTCACCTGCGTTCT 176

AvrBs3-R1  CCGCTCGAGCGGGCCACGTTTTGCAATCTTGAG 801

AvrBs3-F2 GGACTAGTCCCTCAAGATTGCAAAACGTGGC 801

AvrBs3-R2 CCGCTCGAGCGGGAGATAACTGGGCAACAATGCTCT 2543

AvrBs3-F3  GGACTAGTCCAGAGCATTGTTGCCCAGTTATCTC 2543

AvrBs3-R3 CCGCTCGAGCGGGTTCGGTGACGCCCACTCT 2875

avrBs1 avrBs2 avrBs3
(472-1083 pb) (944-1782 pb) (176-801 pb)  (801-2543 pb)  (2543-2875 pb)
e B Bk e B, Bk e R, hh o T hh e B ko
= - | == |-

- ) — ¢ -— .- . .

Figure 5 : Photographie de Gels d’agarose présentant les résultats des amplifications
PCR obtenus avec les amorces dessinées dans les génes avrBs1, avrBs2 et avrBs3 chez
X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R (Xap), X. citri subsp. citri 306 (Xac), X.
axonopodis pv. vesicatoria 85-10 (Xav) et enfin X. campestris pv. campestris
ATCC33913 (Xcc).

Tableau 5 : Résumé des résultats obtenus par Southern Blot pour l’identification
d’effecteurs de type 3 (avrBs1, avrBs2, avrBs3) chez X. fuscans subsp. fuscans
CFBP4834-R (Xap), X. citri subsp. citri 306 (Xac), X. a. pv. vesicatoria 85-10 (Xav) et
enfin X. c. pv. campestris ATCC33913 (Xcc). Les sondes ont été obtenues a partir des
amorces AvrBs1-F/R, AvrBs2-F/R, AvrBs3-F1/R1.

Nombre de bandes obtenues

Souche avrBs1 avrBs2 avrBs3
Xcc ATTCC33913 1 1 0
Xav 85-10 0 1 1
Xac 306 0 1 4
Xap CFBP4834-R 0 1 2




2. Données complémentaires

2.1 ldentification d’homologues des genes hrcN, hrpF, avrBs2 et
avrBs3 chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R

Apres avoir recherché les séquences des genes hrcN, hrpF, avrBs1, avrBs2 et avrBs3
dans les bases de données (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,
http://www.genome.jp/kegg/), nous avons défini des amorces (tableau 4) dans les zones
consensus apres alignement d’au moins deux séquences d’espéces bactériennes
phylogénétiquement proches (soit X. citri subsp. citri 306, X. axonopodis pv. vesicatoria
85-10 ou X. campestris pv. campestris ATCC33915). In silico, elles ont permis, a l’aide du
logiciel AmplifX 1.1® (Apple), d’amplifier sur le génome de X. citri subsp. citri 306 des
fragments de 574 pb pour le gene hrcN, 1046 pb pour hrpF, 611 pb pour avrBs1, 838 pb
pour avrBs2, et respectivement 625, 1742, 332 pb a partir des positions 176, 801, 2543 pb
pour le géne avrBs3.

Les homologues des genes hrcN et hrpF ont été identifiés par PCR chez X. fuscans
subsp. fuscans CFBP4834-R et par le séquencage de chacun des deux génes. Les homologies
protéiques obtenues avec le programme BlastX sont présentées dans U'article 1 (figure 2).

Les amorces nous ont permis d’amplifier par PCR chez X. fuscans subsp. fuscans
CFBP4834-R des homologues des genes avrBs2 et avrBs3 mais pas d’homologue du gene
avrBs1 (figure 5). Le géne avrBs1 a pu étre amplifié uniquement chez X. campestris pv.
campestris. Le géne avrBs2 a pu étre amplifié chez les quatre souches testées (X. citri
subsp. citri, X. axonopodis pv. vesicatoria, X. campestris pv. campestris et X. fuscans
subsp. fuscans). Enfin, les amorces définies pour l’amplification du début (176-801 pb) et
de la fin (2543-2875 pb) du gene avrBs3 montrent qu’au moins un homologue de ce gene
semble bien présent chez X. fuscans subsp. fuscans, X. citri subsp. citri et X. axonopodis
pv. vesicatoria. L’utilisation d’amorces dessinées dans la partie centrale (801-2543 pb) du
gene conduit a ’obtention de bandes multiples.

Les amorces dessinées dans chacun des trois genes avr ont été utilisées pour
construire des sondes marquées a la digoxigénine. Des hybridations par Southern blot ont
été effectuées avec ces sondes sur de ’ADN génomique digéré par BamHI de chacune des
souches testées. Les hybridations ont permis de confirmer les résultats obtenus par PCR
mais aussi de détecter le nombre de copies des genes ciblés chez les différentes souches
étudiées (tableau 5). Une seule copie du géne avrBs1 a été détectée et ce uniquement
chez X. campestris pv. campestris. Une seule copie du gene avrBs2 est présente chez

chacune des quatre souches testées. Enfin deux copies d’homologues de la famille avrBs3
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Tableau 6 : Homologies nucléotidiques obtenues aprés BlastN des séquences des

fragments des génes avrBs2 et avrBs3 présents chez CFBP4834-R.

X. f. subsp. fuscans
CFBP4834-R

Nom donné Taille insert Souche Nom du géne Produit du gene gza:ge(;b% idezﬁtité
au géne séquencé
(pb)
X. a. pv.vesicatoria str. 85-10 avrBs2 avirulence protein AvrBs2 2145 96
X. c. subsp. citri str. 306 avrBs2 avirulence protein 2145 94
avrBs2 801 X. 0. MAFF311018 avrBs2 avirulence protein AvrBs2 2145 89
X. 0. pv.oryzae KACC10331 avrBs2 avirulence protein 2157 89
X. c. pv.campestris ATCC33913 avrBs2 avirulence protein 2156 80
X. a. pv. manihotis pBsF2 pthB pathogenicity protein 2996 95
X. citri pv. aurantifolii str. C340 pthC pathogenicity effector 3506 95
X. citri plasmid pXcB pthB pathogenicity protein 3506 94
avrBs3 625 X. 0. MAFF311018 X001996  Avr protein AvrBs3/pth family 3515 90
X. 0. pv.oryzae KACC10331 pthA2 / pthA3 avirulence protein 3803 / 3839 90/ 90
X. c. subsp. citri str. 306 pXAC33 pthA1 / pthA2 pathogenicity protein 3380/ 3290 89 /89
X. c. subsp. citri str. 306 pXAC64 pthA3 / pthA4 pathogenicity protein 3290 / 3491 89 / 89
X. a. pv. vesicatoria str. 85-10 avrBs4 avirulence protein AvrBs4 3482 89

Génome hote

Ext-F proF Ext-R

Région recombinante Plasmide pVO1S55 linéarisé dans le géne cible ~ Région recombinante

Figure 6 : Schéma récapitulatif des amplifications PCR permettant la validation de la
mutagénése dirigée par simple crossing-over entre le plasmide pvO155 portant un
insert recombinant et le géne cible du chromosome bactérien. Les amorces Ext-F et Ext-
R sont des amorces extérieures a la région recombinante du gene a muter et appartiennent
au génome hote. L’obtention de produits PCR par amplification avec les couples d’amorces
Ext-F/proR ou Ext-R/proF démontre une mutation par ’insertion du plasmide dans le gene

cible.

Tableau 7 : Taux de réversion in vitro des mutants par comparaison des tailles des

populations sur milieu non-sélectif et sur milieu sélectif.

Moyennes' des tailles des populations Rapport
Mutants (Log UFC mL™") TSA-R 10% (p.)?
10% TSA-R-Km 10% TSA-R 10U TSA-R-Km
4834HRCN 8,88 8,80 0,99 0,054
4834HRPF 8,87 8,84 1 0,175
4834AVRBS3 8,69 8,68 1 0,054
4834AVRBS2 8,84 8,84 1 0,089

1-Moyenne sur trois échantillons
2-Probabilité du test de Wilcoxon sur échantillons appariés. Le taux de réversion est

significatif si la probabilité est inférieure a 0,05.



ont été identifiées chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R, quatre copies chez X. citri
subsp. citri 306 et une seule copie chez X. axonopodis pv. vesicatoria 85-10.

Les fragments amplifiés des genes identifiés chez X. fuscans subsp. fuscans
CFBP4834-R ont été séquencés et analysés par le programme BlastN

(http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) (tableau 6). L’homologue du géne avrBs2

ciblé correspond bien au gene décrit chez de nombreuses especes du genre Xanthomonas.
Les 800 pb séquencées chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R présentent une forte
homologie (>90 %) avec les génes avrBs2 de X. citri subsp. citri 306 et X. axonopodis pv.
vesicatoria 85-10. Enfin le séquencage d’un homologue du gene avrBs3 présente de fortes
homologies avec les genes pthB, pthC, pthA(1,2,3,4) de différentes especes du genre
Xanthomonas qui sont phylogénétiquement proches. Ces genes appartiennent bien a la

famille AvrBs3 des effecteurs de type 3.

2.2 Vérification de la construction des mutants 4834HRCN,
4834HRPF, 4834AVRBS2 et 4834AVRBS3

Quatre mutants ont été obtenus chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R par
mutagenese dirigée : 4834HRCN, 4834HRPF, 4834AVRBS2 et 4834AVRBS3. Les constructions
de ces mutants ont été vérifiées selon la démarche en quatre étapes décrite dans Uarticle
1. La vérification par amplification PCR sur colonie en utilisant des combinaisons
d’amorces spécifiques du vecteur (proF et proR) et du gene (Ext-F et Ext-R) (figure 6) a
permis de confirmer la bonne intégration du plasmide dans le gene d’intérét et dans la
bonne orientation. L’hybridation de UADN des mutants avec une sonde spécifique du
vecteur et une sonde correspondant au produit PCR nous a permis de vérifier que la
détection positive par PCR des mutants, correspondait dans tous les cas, a l’insertion
unique et dans sa totalité du plasmide pvO155+insert dans le génome de X. fuscans subsp.
fuscans CFBP4834-R. Concernant les homologues du gene avrBs3, un seul des deux genes a
été muté chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R. Les croissances sur milieux non
sélectifs permettant la succession de plus de 50 générations, suivies des dénombrements
sur milieux sélectifs et non-sélectifs ont montré que les tailles des populations obtenues
sur milieu sélectif sont plus élevées ou équivalentes a celles obtenues sur milieu non-
sélectif (tableau 7). Les mutants sont donc stables et la pression de sélection (la
kanamycine) confére a ces mutants un avantage sélectif pour la culture in vitro. La mesure
de la croissance in vitro de X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R et des mutants
4834HRCN, 4834HRPF, 4834AVRBS2 et 4834AVRBS3 montre qu’elles sont tout a fait

similaires (figure 7).
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Figure 7 : Suivi des
croissances in vitro de la
souche sauvage X. fuscans
subsp. fuscans CFBP4834-R et
des mutants 4834HRCN,
4834HRPF, 4834AVRBS2 et
4834AVRBS3.

Figure 8 : Phénotypes observés aprés inoculation de feuilles de haricot et infiltration
de feuilles de poivrons avec différentes souches bactériennes. (A) Symptomes observées
sur feuilles de haricot 11 jours aprés inoculation a partir d’un inoculum calibré a 1x10” CFU
mL™. (B) Test d’hypersensibilité observé sur poivrons ECW-10R deux jours aprés infiltration
d’une suspension bactérienne calibrée a 1x10® CFU mL". Les souches inoculées sont :
X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R (a), X. campestris pv. campestris ATCC33913 (b),
Eau (c), 4834HRPG (d), 4834HRCT (e), 4834HRCT complémenté avec le plasmide plJ3225
(f), 4834HRPF (g), 4834HRCN (h), 4834AVRBS2 (i) et 4834AVRBS3 (j).

100% TSA
0,2% Bacto Agar

Kado + saccharose
0,4% Bacto Agar

Kado - saccharose
0,4% Bacto Agar

CFBP4834-R

4834HRPG

Figure 9 : Photographies de
la mobilité des souches
CFBP4834-R et 4834HRPG
sur trois milieux différents :
100% TSA, Kado avec
saccharose et Kado sans
saccharose.



2.3 Test du pouvoir pathogéne et réaction hypersensible

Aucun des mutants hrp testés n’a provoqué de symptéme sur feuilles de haricot
(figure 8A), tout comme le témoin négatif eau et X. campestris pv. campestris ATCC33913.
Le mutant 4834HRCT complémenté avec le plasmide plJ3225 et les mutants 4834AVRBS2 et
4834AVRBS3 provoquent des symptomes sur la plante hote sensible, le haricot, tout comme
la souche sauvage X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R.

Les souches sauvages X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R et X. campestris pv.
campestris ATCC33913 ont provoqué une réaction hypersensible aprés infiltration des
feuilles de poivron ECW-10R alors que les mutants 4834HRPG et 4834HRCT testés n’ont
provoqué aucune réaction sur les feuilles de poivron, comme le témoin négatif eau (figure
8B).

2.4 Caractérisation complémentaire du mutant 4834HRPG

La mobilité de X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R et du mutant 4834HRPG a été
testé sur trois milieux différant dans leur composition en agar et en éléments nutritifs. Un
milieu 100% TSA (cf. composition article 1) est réalisé avec 0,2% de Bacto Agar, et un
milieu Kado (extrait de levure 2 g L', Casmino acide 8 g L', K,HPO, 2 g L, MgS04 0,2 g L’
') avec 0,4 % de Bacto Agar, additionné ou non de saccharose (10 g L'™"). Chacun des milieux
est inoculé avec une goutte de 10 pL de chacune des deux souches calibrées a 1x10® UFC
mL", la mobilité est observée aprés 5 jours d’incubation a 28°C.

Aucun des milieux testés n’a permis de montrer une quelconque mobilité de X.
fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R (figure 9). Le mutant 4834HRPG est mobile sur tous les

milieux. C’est sur un milieu Kado sans saccharose que le mutant est le plus mobile.

2.5 Role des genes hrcN, hrpF et avr lors de la colonisation de la

phyllosphére

2.5.1 Colonisation de la premiere feuille trifoliolée

Apres une diminution de la taille des populations dans les 24 h suivant ’inoculation,
X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R et les mutants 4834AVRBS2, 4834AVRBS3 montrent
une importante augmentation de leurs tailles de populations entre le 1° et le 11°™ jour
(figure 10). Les mutants avrBs2 et avrBs3 ne sont donc pas altérés dans leurs capacités a
coloniser la phyllosphere.

Le profil de la courbe obtenue pour le mutant 4834HRPF dans la phyllosphéere du
haricot est tout a fait similaire a celui observé pour le mutant 4834HRCV. Par contre, le

mutant 4834HRCN a un comportement assez différent qui, dans sa premiere étape, peut
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Taille des populations Tableau 8 : Tailles des populations
Souche (Log UFC g™") SEM sur organes néoformés onze jours
CFBP4834R 53 58 2 050 aprés l’inoculation de X. fuscans
ATCC33913 3:72 0:13 subsp. fuscans CFB4834-R X.
C600 nd nd campestris pv. campestris
4834HrpF 3,35 0,73 ATCC33913, E. coli C600 et les
4834HrcN 2,18* 0,53 mutants 4834HRPF, 4834HRCN,
4834HrpB2 2,98 0,29 4834HrpB2, 4834HrcJ, 4834HrcR,
4834HrcJ 2,99 0,15 4834HrcS, 4834HrcT, 4834HRCV,
4834HrcR 3,92 0,11 4834HrpG, 4834HrpX, 4834AvrBs2
4834HrcT 3,35 0,29 et 4834AvrBs3. Les valeurs
jggj::l% 24’11(;* 8%8 correspondent aux moyennes de cinq
4834HrpX 2,06* 0,31 echantillons.
4834AvrBs2 4,70 0,70
4834AvrBs3 3,89 0,75

nd : non détecté; * p<0,05 selon le test de Mann-Whitney
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étre rapproché de celui de E. coli C600. Ces deux souches s’installent difficilement dans la
phyllosphere alors que U'inoculum utilisé est de concentration similaire a celui des autres
souches (1x10® UFC mL™). Les tailles de population de 4834HRCN se stabilisent autour de
4,5x10° UFC mL™" dés 4 jours suivant ’inoculation, taille significativement supérieure a
celle de 4834HRPG 11 jours apres l’inoculation. Les tailles des populations des mutants
4834HRCV et 4834HRPF se stabilisent vers 1x10°> UFC mL™ (figure 10). Le comportement de
4834HRPF est proche de celui obtenu pour les différents mutants hrp de structure
(4834HRPB2, 4834HRCJ, 4834HRCR, 4834HRCT et 4834HRCV).

2.5.2 Dispersion vers les organes néoformés

La dispersion au sein de la phyllosphere a été étudiée sur la troisieme feuille
trifoliolée absente lors de l’inoculation. Excepté E. coli C600 qui est incapable de se
disperser vers les organes néoformés, toutes les souches étudiées ont été capables de se
disperser dans la phyllosphéere du haricot puisqu’ils ont pu étre détectés dans ces organes
néoformés (tableau 8). Les mutants altérés dans les genes hrpG, hrpX et hrcN présentent
les tailles de populations les plus faibles sur ces organes. Toutes les autres souches ont des
tailles de populations non significativement différentes de celles de la souche sauvage X.
fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R.

2.5.3 Empreintes des populations épiphytes

Les empreintes des cataphylles des haricots inoculés avec X. fuscans subsp. fuscans
CFBP4834-R sont similaires a celles obtenues aprés inoculation des mutants 4834AVRBS2,
4834AVRBS3 et 4834HRPF (figure 11), alors que les tailles des populations de 4834HRPF
quantifiées dans la phyllosphére sont bien inférieures a celles de CFBP4834-R, 4834AVRBS2
et 4834AVRBS3 (figure 10). Enfin, de facon également répétable, les empreintes des
cataphylles de haricots inoculés avec le mutant 4834HRCN présentent peu de colonies de

cette souche.

2.6 Role de geénes hrp et avr lors de la transmission aux semences

L’efficacité de la transmission des bactéries aux semences dépend de genes hrc/hrp
fonctionnels (tableau 9). La fréquence de transmission des mutants 4834HRCN et 4834HRPF
est significativement plus basse que celle de la souche sauvage dans les graines de haricot.
Les tailles des populations de ces différents mutants quantifiés dans les lots de graines
contaminés sont également plus faibles que celles obtenues pour la souche sauvage.

La mutation des genes avrBs2 et avrBs3 n'entraine pas de modification dans la

fréquence de transmission de X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R aux graines du haricot
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Tableau 9 : Tailles des populations de X. fuscans subsp. fuscans, CFB4834-R et ses
mutants 4834HRCV, 4834HRPF, 4834HRCN, 4834AVRBS2 et 4834AVRBS3 sur graines
récoltées et fréquences de contamination. L’étude de la transmission des mutants a été

effectuée lors de trois essais séparés (A, B et C).

Essai Souches Moyenne (SEM) des tailles Fréquence des plantes
de populations des lots de dont la descendance est
graines contaminées contaminée
(Log UFC g™
CFBP4834-R 6,63 (1,23) 26/30
4834HRPF 3,48 (0,48) 19/30*
4834HRCN 2,11 (0,48) 12/30*
CFBP4834-R 6,89 (0,49) 15/18
4834AVRBS2 5,41 (0,55) 12/18
CFBP4834-R 6,36 (0,52) 17/20
4834AVRBS3 6,93 (0,42) 15/20

* différences significatives avec CFBP4834-R selon le test du Khi’ de Pearson



et les tailles de populations bactériennes quantifiées dans les lots de semences contaminés

sont similaires (tableau 9).

2.7 Discussion et conclusion

Ces données complémentaires ont permis d’identifier deux effecteurs de type 3
chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R : AvrBs2 et AvrBs3. Les amplifications PCR et
Uhybridation par Southern blot ont permis d’identifier une copie du géne avrBs2 chez
X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R ainsi que, conformément a la littérature (da Silva et
al., 2002; Thieme et al., 2005), chez X. citri subsp. citri 306, X. axonopodis pv. vesicatoria
85-10 et X. campestris pv. campestris ATCC33915 qui nous ont servi de témoins. Nous
avons aussi identifié un homologue d’un gene de la famille AvrBs3 chez X. fuscans subsp.
fuscans CFBP4834-R dont le séquencage de 625 pb révele 89% d’homologie nucléotidique
avec les quatre genes pthA1, pthA2, pthA3 et pthA4 de X. citri subsp. citri 306. La sonde
utilisée pour ’hybridation a d’ailleurs permis d’identifier quatre copies du gene ciblé chez
X. citri subsp. citri 306. Une seule copie du gene avrBs3 a été identifiée chez X.
axonopodis pv. vesicatoria 85-10 ce qui est conforme aux données publiées (Schornack et
al., 2006). D’apres nos résultats d’hybridation, X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R
possederait deux copies de ce gene (paralogues). Il est difficile de donner plus de précision
concernant l’identité de ce gene avrBs3 car certaines bactéries du genre Xanthomonas
possedent plusieurs paralogues dans leur génome qui différent principalement par le
nombre de répétitions d’un méme motif dans leur domaine central (Schornack et al.,
2006). Le nombre de ces répétitions est important, puisque la modification du nombre de
répétitions peut induire une modification de la gamme d’héte de la souche de
Xanthomonas utilisée (Herbers et al., 1992; Yang et Gabriel, 1995). Les amplifications
multiples du milieu du gene avrBs3 (801-2543 pb) chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-
R indiquent que cette zone contient des motifs répétés qui ont génés le séquencage de la
partie centrale de ce gene.

La mutation des génes d’avirulence avrBs2 et avrBs3 chez X. fuscans subsp. fuscans
CFBP4834-R ne semble pas handicaper la bactérie pour coloniser la phyllosphere du
haricot, se disperser vers des organes néoformés et se transmettre aux semences. Des
études antérieures ont pourtant montré que le géne pthA/avrBs3 est impliqué dans
’expression de symptomes sur citrus et que le géne avrBs2 de X. axonopdis pv. vesicatoria
est un géne tres important pour la production de symptomes et le développement de la
maladie (Kearney et Staskawicz, 1990; Wichmann et Bergelson, 2004; Wichmann et al.,

2005). De nombreux génes avr semblent avoir un role dans lagressivité (Kearney et
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Staskawicz, 1990; Vera Cruz et al., 2000; Leach et al., 2001) et également de facon plus
globale dans la fitness des souches (Abramovitch et al., 2003). La présence de plusieurs
genes d’avirulence dans un génome bactérien (Yang et al.; Schornack et al., 2006) peut
aboutir a des effets cumulatifs, mais aussi a des interactions plus complexes (Jackson et
al., 1999). De ce fait, la contribution d'un seul gene avr peut étre difficile a estimer. Chez
X. campestris pv. malavacearum les genes d’avirulence contribuent de facon additive a la
production de symptomes sur coton (Yang et al., 1996). Toutefois, Wichmann et ses
collaborateurs (2004) ont effectué des mutations individuelles et cumulatives des genes
avrBs1, avrBs2, avrBs3 et avrBs4 chez X. axonopodis pv. vesicatoria et ont étudié le
comportement des mutants sur poivron en condition naturelle. La survie épiphyte et le
pouvoir pathogene sont affectés dans les différents mutants mais pas de facon plus
importante dans la souche cumulant les mutations dans les quatre genes.

In planta, les mutations des genes hrcN et hrpF affectent la multiplication des
bactéries au niveau de la phyllosphere ainsi que leur transmission aux semences du
haricot. Ces résultats viennent corroborer les résultats présentés dans l’article. Le mutant
4834HRCN est le plus affecté dans les étapes précoces de colonisation de la phyllosphére,
comportement similaire a celui observé pour E. coli lors de la colonisation du haricot. Ce
mutant reste tout de méme capable de survivre comme un mutant de structure du SST3
mais avec des tailles de populations plus faibles, proches de celles observées pour un
mutant de régulation du systéeme hrp. Le gene hrcN code pour le systeme ATPase qui
fournit U’énergie au SST3 (Fenselau et al., 1992; Bogdanove et al., 1996; Pozidis et al.,
2003) qui apparait donc tres important dans les étapes de colonisation de la plante héte.
La fréquence de transmission de ce mutant aux semences est similaire a celles observés
pour les mutants de structure du SST3. Le mutant 4834HRPF est le mutant du SST3 qui se
transmet le mieux aux semences du haricot méme si cette transmission reste
significativement moins fréquente que celle obtenue pour la souche sauvage X. fuscans
subsp. fuscans CFBP4834-R. Il a été montré que HrpF est le translocon, protéine située a
Uinterface entre la plante et la bactérie et qui permet le passsage des effecteurs de type
3 au travers de la membrane plasmique de la cellule hote (cf. figure 35, chapitre 2 de
Uintroduction générale) (Buttner et al., 2002). Le fait que ce mutant soit moins altéré que
les autres mutants hrp de structure pourrait donc étre di au maintien d’une activité de
sécrétion chez ce mutant permettant a certains effecteurs d’exercer une activité a
Uextérieur des cellules hotes (Bittner et Bonas, 2002).

Dans la phyllosphere, pour des tailles de populations bien inférieures a celles de la
souche sauvage, les empreintes des cataphylles qui ont été inoculées avec le mutant du

gene hrpF sont semblables a celles inoculées avec la souche sauvage. Il apparaitrait donc
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qu'une partie des cellules de la souche sauvage ne doit plus étre localisée en surface mais
au niveau de sites protégés, ou bien internalisée. Les mutants qui présentent des
populations de surfaces importantes par rapport a leurs populations totales dans la
phyllosphere pourraient étre affectées dans leur mobilité et pourraient ne pas parvenir a
atteindre des sites protégés au niveau des feuilles ou a s’internaliser. Néanmoins, nous
avons montré que tous les mutants altérés dans un géne hrp/hrc testés sont capables de se
disperser vers des organes néoformés, absent le jour de linoculation des plantes de
haricot. Logiquement, la dispersion des mutants les plus affectés dans la colonisation de la
phyllosphere, le mutant dans le gene hrcN et les mutants des génes de régulation hrpG et
hrpX (cf. article 1) sont les plus altérés au niveau des tailles de populations retrouvées sur
ces organes néoformés. Cette dispersion pourrait n’étre qu’une dispersion passive qui ne
ferait pas appel aux mécanismes liés a la mobilité des bactéries, mais pourrait dépendre
plus de Uexistence d’un film d’eau a la surface végétale, au moins ponctuellement suite
aux changements de conditions environnementales jour/nuit ou pourrait étre liée aux
mouvements d’air existant dans les enceintes de confinement. La croissance indéterminée
du haricot (Michael, 1994) pourrait permettre la transmission des bactéries par simple

contact de la feuille néoformée en expansion avec les feuilles déja contaminées.
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Partie 2

Etude de déterminants moléculaires impliqués
dans I’adhésion, |’agrégation et la régulation de
X. fuscans subsp. fuscans lors de la colonisation

du haricot

Dans les résultats précédents, nous avons montré que la colonisation
asymptomatique du haricot était liée a une multiplication de X. fuscans subsp. fuscans
CFBP4834-R sur son hote et dépendait -partiellement- d’un SST3 fonctionnel. En effet, les
mutants ne possédant plus de SST3 fonctionnel, sont encore capables de survivre dans la
phyllosphére, de s’y disperser et de se transmettre, méme faiblement, a la nouvelle
génération. Des mécanismes complémentaires sont donc impliqués dans la colonisation de
la phyllosphére du haricot et la transmission a la graine. De plus, nous avons montré que
les mutants (4834HRPG et 4834HRPX) dans les genes de régulation du SSTT, hrpG et hrpX,,
ont une survie plus difficile et une fréquence de transmission aux graines plus basse que
celles obtenues pour les mutants de sécrétion (4834HRPB2, 4834HRCJ, 4834HRCR,
4834HRCT, 4834HRCV). Or, il a été montré dans d’autres modeles, que le régulateur du
SST3, HrpG, régulait également d’autres fonctions telles que la mobilité et I’adhésion et la
production d’exopolysaccharides (Hikichi et al., 2007 ; Valls et al., 2006). Ainsi, la
mutation des génes hrpG et hrpX a pu avoir un effet pléiotrope expliquant cette différence

de comportement des mutants de régulation par rapport aux mutants de sécrétion.

Nous avons voulu vérifier dans cette deuxieme partie des résultats "implication des
mécanismes d’adhésion de X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R lors des étapes clés de
colonisation asymptomatique du haricot. Nous avons identifié des adhésines répertoriées
dans des souches appartenant a des espéces proches, dans le génome de X. fuscans subsp.
fuscans CFBP4834-R. Des mutants de ces genes ont été construits afin d’étudier leurs roles
lors de "adhésion des bactéries aux surfaces abiotique et biotique et lors des étapes clés
de la colonisation asymptomatique du haricot. Ces travaux sont présentés ci-aprés sous la
forme d’un article intitulé « Adhesion, epiphytic fitness and transmission to seeds of
Xanthomonas fuscans subsp. fuscans on bean » qui sera prochainement soumis pour
publication. Nous avons suivi les recommandations aux auteurs de la revue « Molecular

Plant-Microbe interactions ».

96



Des données complémentaires font suite a cet article et concernent les données
référencées mais non présentées dans cet article (data not shown) ainsi que U’étude du
role de mécanismes impliqués dans la mobilité flagellaire (systeme fli) et la régulation de
la synthése d’exopolysaccharrides (systemes pig et rpf) dans la colonisation du haricot.
Pour cela, des mutants ciblés dans les genes fliN, orf3 du cluster pig et rpfB ont été
construits par mutagenese dirigée par simple crossing-over puis caractérisés in vitro et in

planta.
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1.1 Abstract

Deciphering the bacterial molecular determinants of survival, colonisation and dispersion
of plant pathogenic bacteria on their host is fundamental to conceptualize new control
methods. We evaluated the role of bacterial attachment and biofilm formation in leaf
colonization processes and transmission to seeds. Xanthomonas fuscans subsp. fuscans is
responsible for the common bacterial blight of bean, a seed transmitted disease. Mutants
were constructed in the six identified adhesin genes (pilA, fhab1, fhaB2, xadA1, xadA2Z and
yapH2) in X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R strain. Mutants were tested for their
capacities of adhesion and biofilm formation on abiotic (poplypropylene) and biotic (seed
and leaf) surfaces, phyllosphere colonization, transmission to seeds and severity on bean.
All mutants were altered in their abilities to adhere to polypropylene or seeds. The pilA
gene is involved in CFBP4834-R adhesion and transmission to seeds, and its mutation lead
to a lower aggressiveness on bean. The yapH2 gene is required for adhesion to seeds,
leaves and abiotic surfaces but not for CFBP4834-R in planta transmission to seeds and
agressivness on leaves. CFBP4834-R transmission to seeds by floral structures did not
required adhesins. All mutants except the mutant in yapH2 gene were altered in the
vascular pathway of transmission to seeds. In conclusion, we found complementary roles
for adhesins in the various processes leading to bean phyllosphere colonisation and

transmission of X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R to seeds.

Additional keywords: autotransporter, fimbrial, non-fimbrial, two-partner secretion

system, type IV pili, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans.
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1.2 Introduction

Adhesion to host tissues is essential for successful infection by many microbial
pathogens (Cao et al. 2001). Its role in virulence was demonstrated for plant pathogens
(Astua-Monge et al. 2005; Feil et al. 2007; Matthysse and McMahan 1998; Ojanen-Reuhs et
al. 1997; Rosenblueth and Martinez-Romero 2006) and for animal bacterial pathogens
(Barak et al. 2005; Gorski et al. 2003). The bacterial surface structures important for
adhesion covered a broad group of different fimbrial and non-fimbrial structures commonly
known as adhesins (Barnhart and Chapman 2006; Hultgren et al. 1993; Klemm and
Schembri 2000; Latasa et al. 2006). The fimbrial proteins include the type IV pili that
deserve much interest (Craig et al. 2004). The type IV pili are polymeric assemblies of the
protein pilin expressed by many Gram-negative bacteria (Craig et al. 2004; Pizarro-Cerda
and Cossart 2006). Unlike other types of pili, type IV pili not only participate in adhesion to
host cells (Carbonnelle et al. 2006; Finlay and Falkow 1997; Mattick 2002; Tobe and
Sasakawa 2002), but are also involved in a surprising number of functions (Merz et al.
2000), including bacterial aggregation, microcolony formation and more complex biological
functions such as DNA transformation and a form of surface translocation known as
twitching motility (Kaiser 2007; Merz et al. 2000). The non-fimbrial adhesins are widely
represented in a-, - and y-proteobacteria and contain different classes of proteins implied
in bacterial attachment (Gerlach and Hensel 2007; Pizarro-Cerda and Cossart 2006). These
proteins belong to the autotransporter family containing the trimeric autotransporteurs
(ex: XadA and YadA proteins) (Cotter et al. 2005; Koretke et al. 2006) and to the two-
partner secretion system as do filamentous hemagglutinins (ex: FhaB and YapH proteins)
(Mazar and Cotter 2006).

A comparison of the sequenced genomes of plant pathogenic xanthomonads (da
Silva et al. 2002; Lee et al. 2005; Thieme et al. 2005) reveals the presence of numerous
genes coding surface adhesion structures. This may indicate a general importance of these
proteins to Xanthomonas pathogenicity (da Silva et al. 2002). Xanthomonas citri subsp.
citri and Xanthomonas campestris pv. campestris have genes for type IV fimbrial pili,
several other proteins which could act as non-fimbrial adhesins (Astua-Monge et al. 2005;
Thieme et al. 2005), such as homologs of the Yersinia proteins YapH and YadA (Hoiczyk et
al. 2000) and others filamentous hemagglutinin proteins (Astua-Monge et al. 2005). YadA
mediates adherence to epithelial cells and autoagglutination (Hoiczyk et al. 2000).
Homologs of YadA have been found in several plant and animal pathogenic bacteria

(Nummelin et al. 2004), e.g., in X. oryzae pv. oryzae, where XadA was shown to be an
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Table 1. PCR primers used in this study to construct and validate mutations in pilA, fhaB1,
fhaB2, xadA1, xadA2, yapH2 genes of X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R.

Target gene PCR primer PCR
(NCBI- codep Nucleotide sequence® Relevant characteristic fragment
GenelD) size
pilA PilA1-F _(Il_g_?AA_IA_\'I'I’CTCGATGGACCGGTGCGTA EcoRl site
(3729506) . CTGCGCGCGGCCGCCGGCGCGATGGA . 604 bp
PilA1-R CGGAT Notl site
. CGCGGGCCCGGCCTATAACGATTAAC .
PilA2-F TAAGCCGC Apal site 543 bp
PilA2-R S_I'I;?GAGCTCCACCCACTGCGCCAGAC Sacl site
Pil-ext-R GGAAAGCGGGTCGTTGTTGG To be used with PilA1-F 1080 bp
{2;1%164) FhaB1-F _GI_;:I'SGACTAGTGATCACCTGGACATCG'IT Spel site -
404 bp
FhaB1-R SSGG%I'CGAGAGCTATCGCAGGAAATG Xhol site
FhaB1-ext-F¢  GCTTGCACTGTTGCTGTGCT To be used with ProR 552 bp
FhaB1-ext-RY  CACCATCGCTGCCCAGGTT To be used with FhaB1-F 461 bp
{2;153165) FhaB2-F _(IZ_gGACTAG'ITGTCGCAGGCGACGCAT Spel site b
CTGGCTCGAGAGCGATCACCTTTGCG . P
FhaB2-R CTGTTA Xhol site
bR G d To be used with ProF © 2430 bp°©
FhaB2-ext-R AGCTGGCCATTACTGACAATGCTG To be used with FhaB2-F¢ 2397 bp®
xadA1 XadA1-F ggGACTAGTCCATCGGCGCCAATAGC Spel site
(3730010) 377 bp
XadA1-R CACCTCGAGCAACTGCGCAACGTTGAC Xhol site
XadA1-ext-F©  AATGCGCAATCGGTCGAAGT To be used with ProR 459 bp
XadA1-ext-R¢  CGCTGTCGCCTTCGACATA To be used with XadA1-F 462 bp
XadA2 XadA2-F CTCACTAGTTGGGAAATACGCAGGGG Spel site
(3730011) égéTCGAGCCGTI'GGCATCGTAATCA 474 bp
XadA2-R AMCAC Xhol site
XadA2-ext-F¢  ATTTATCTGGAGGCTGGTCG To be used with ProR 607 bp
d ACCGGGCCCATCCAGGGCGCCAGCTA To be used with XadA2-
XadA2-ext-F2° - xcpacaTC ext-R2 o5 b
XadA2-ext-R2¢ CTGGAGCTCGCGGTGTCGTTGGGGCC To be used with XadA2- P
adAz-ex ATGCGCATACGC ext-F2
yapH2 YapH2-F TGGACTAGTACGCAGCCATTGGCAATT Spel site
(3730364) g(?GGCTCGAGTI'GAGTGTGGAATI'GGT 326 bp
YapH2-R ACCGC Xhol site
bR G d To be used with ProF © 860 bp©
YapH2-ext-R AAACGCGGCCGCTGATGGTGCCTGAG To be used with YapH2-F¢ 738 bp "
ProR TTCACGGGTTGGGGTTTCTACA pVO155 primer
ProF GAGATCCCCAGCCCGCCTAATG pVO155 primer
XCV4203 4203-F CGGACTAGTCACCATCAATGCCGTCAA  Spel site 482 b
(3730514) 4203-R CTGCCTCGAGACCGGCGAGCGTGATG  Xhol site P
XCV4444 4444-F CTAACTAGTGCACCAATATGGCTGCAG ¢ pel site
(3733315) g((Z:ECTCGAGTCTI'CCAGCGGAAACGT 355bp
4444-R T Xhol site
orf3 Orf3-F TGATACTAGTCCAGGGCAGCATGTGC
(19483794) ¢ 262 bp
Orf3-R AGATAGAGCTCGTGCACCTCCACGC

@ underlined sequences indicates the relevant restriction site.

b bold sequences indicates stop codon added to the primer.

¢ primers used to identify mutants in in planta tests.

4 primers used to confirm that no mRNA were transcribed from the mutated gene.



important virulence factor (Ray et al. 2002). Homologs of filamentous hemagglutinin are
also present in the plant pathogens Erwinia chrysanthemi and Xylella fastidiosa and their
involvement in attachment and virulence has been demonstrated (Feil et al. 2007;
Guilhabert and Kirkpatrick 2005; Kim et al. 1998; Rojas et al. 2002). The presence and the
number of genes coding for surface structures in xanthomonads genomes may indicate a
general importance of these proteins in xanthomonads lifestyle.

In natural settings, bacteria prefer a sedentary lifestyle in communities to a
nomadic existence (Costerton et al. 1999; Danhorn and Fuqua 2007; OToole et al. 2000;
West et al. 2006). Aggregation and biofilm formation is one strategy used by X. fuscans
subsp. fuscans during colonization of bean phyllosphere to protect it from stresses and
maintain inoculum reservoirs (Jacques et al. 2005). X. fuscans subsp. fuscans (Schaad et al.
2005) and X. axonopodis pv. phaseoli (Vauterin et al. 1995; Vauterin et al. 2000) are causal
agents of common bacterial blight of bean (Phaseolus vulgaris L) (Vidaver 1993). These
seedborne pathogens are transmitted to seeds during cultivation of mother plants by three
pathways (Maude 1996). Seeds can be internally contaminated via the host xylem, as
occurs for viruses, some fungi and a few bacteria. This can result in the contamination of
the seeds often through the hilum. Seeds may also become infested via the stigma, where
bacteria move through the stylar tissues to the embryo. An external infection of the seeds
occurs via fruits as a consequence of contact of the seed with bacterial populations on
symptomatic tissue, or at harvest and during threshing with residues carrying large
bacterial populations. We recently showed that the type Il secretion system (T3SS) which
is @ major pathogenicity determinant of plant pathogenic bacteria (Gurlebeck et al. 2006;
Puhler et al. 2004) is highly involved in the bean colonization of seeds by X. fuscans subsp.
fuscans (A. Darsonval, submitted). However a survival and a discrete transmission of the
pathogen to the seeds exist independently of this functional T3SS suggesting that other
mechanisms are required (A. Darsonval, submitted).

The intent of the present study was to investigate the role of fimbrial and non-
fimbrial proteins of X. fuscans subsp. fuscans in phyllosphere colonization and transmission
to the seeds. Here, we report the identification and the characterization of one fimbrial
and five non-fimbrial proteins in X. fuscans subsp. fuscans strain CFBP4834-R and their role
in the in vitro adhesion and biofilm formation. We also compared their individual
contribution in the CFBP4834-R behavior during bean asymptomatic colonization of leaves

and transmission to seeds.
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FIG. 1. Quantification of adhesion of X. fuscans subsp. fuscans strain CFB4834-R and
4834PILA, 4834FHAB1, 4834FHAB2, 4834XADA1, 4834XADA2 and 4834YAPH2 mutants on
polypropylene microtiter plates. Crystal violet-stained surface-attached cells were
quantified by solubilizing the dye in ethanol and determining the absorbance at 600 nm.
Error bars represent the SD. Different letters refers to significantly different values based

on a Mann-Whitney test. Three repetitions were monitored with similar results.

0.2

0.15 4

B
c
0.05 + D D
E
i
0

F T oD DD &
b%’%b‘ bs\\) > @23& QY, ng' ys“z»
o)

§ P FFF

Adhesion capacities
( #Ac/#Ic)
(]

FIG. 2. Quantification of adhesion of X. fuscans subsp. fuscans strain CFB4834-R and
4834PILA, 4834FHAB1, 4834FHAB2, 4834XADA1, 4834XADA2 and 4834YAPH2 mutants to
bean seeds. Bars represent the ratio of the number of attached cells on seeds after 25 min
(white) or 2 h (black) of incubation in inoculum (#Ac) versus the total number of
inoculated cells (#Ic) and error bars represent the SEM. Each inoculum was calibrated at

1x10° CFU/ml. Different letters refer to significantly different values based on a Mann-

Whitney test. Three repetitions of the assay were done with similar results.



1.3 Results

Six genes coding adhesins were identified and disrupted in X. fuscans subsp.
fuscans. Among the eight adhesins previously identified in xanthomonads (da Silva et al.
2002; Lee et al. 2005; Qian et al. 2005; Thieme et al. 2005, Szureck et al., 2006)
homologues of pilA, fhaB1, fhaB2, xadA1, xadA2 and yapH2 genes were identified in
X. fuscans subsp. fuscans strain CFBP4834-R by PCR using conserved primers (Table 1).
Sequences of pilA, fhaB1, fhaB2, xadA1, xadA2 and yapH2 shared respectively 92%, 96%,
90%, 97%, 91%, 92% nucleotide homologies with their homologues in X. axonopodis pv.
vesicatoria strain 85-10 genome. Mutation of the pilA gene resulted in a deletion of 30
amino acids from the 1261 bp position to 1351 bp. A stop codon was inserted in place of
the 92™ amino acid, and the remaining first 91 amino acids did not present any functional
domain with the InterProScan program. The plasmid pvVO155 containing a recombinant
sequence of target gene was inserted in the other adhesin genes by simple crossing-over.
PCR amplifications using specific primers (Table 1) confirmed that pVO155 unique
insertions were at the correct positions in mutated strains. Southern blot hybridizations
confirmed the single plasmid insertion event. Growth rates of the wild type CFBP4834-R
and of every strain with mutation in adhesin genes were similar in 10% TSB, indicating that
mutations did not impair the in vitro growth of the corresponding strain (data not shown).
Furthermore, no reversion was observed in vitro after more than 50 generations without
selection pressure (data not shown) and population sizes of each mutant enumerated from
leaf samples on non-selective medium were not significantly (p>0.05) higher that those
enumerated on selective medium showing that all constructions were stable both in vitro
and in planta (data not shown). The RT-PCR confirmed that no mRNAs were transcribed
from the disrupted genes in strains with mutations in fhaB1, fhaB2, xadA1, xadA2 and

yapH2 genes (data not shown).

YapH2 is a major determinant of X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R
adhesion to abiotic and biotic surfaces. The crystal violet incorporation assay revealed
that 4834YAPH2 mutant is totally defected in adhesion to polypropylene (PP) surface (Fig.
1). The capacities of adhesion to PP were also significantly (p<0.05) decreased for three
other mutants: 4834PILA, 4834FHAB2 and 4834XADA2. In contrast, the two remaining
mutants 4834FHAB1 and 4834XADA1 did not show significant (p>0.05) differences in
adhesion to PP compared to the wild-type strain.

Adhesion capacities on biotic surface were significantly altered for the six tested

mutants compared to the wild type strain (Fig. 2). This decreased adhesion capacities
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FIG. 3. Severity on bean of wild-type CFBP4834-R, and 4834PILA, 4834FHAB1, 4834FHAB2,
4834XADA1, 4834XADA2 and 4834YAPH2 strains after bathing the first trifoliate leaf in
1x10° CFU/ml and 1x10° CFU/ml inoculums. Disease symptoms were scored 11 days after
bean inoculation by quantification of symptoms on the three leaflets of each inoculated
leaf according to the following scale: no symptoms = 1; 1 to 20 spots = 3; 21 to 40 spots =
6; > 41 spots = 9; leaf death = 11. Mean disease severity indexes and SEM were calculated
from the values of five plants per strain. For each inoculum concentration different letters
refer to significantly different values based on a Mann-Whitney test. The experiment was
repeated three times with similar results.
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FIG. 4. Colonization of the bean
phyllosphere by X. fuscans subsp. fuscans
strain CFBP4834-R and 4834PILA,
4834FHAB2, 4834XADA2 and 4834YAPH2
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were noticed both after a short (25 min) and a long (2h) contact time between inocula and
seeds exept for 4834XADA2. For this mutant no significant differences were noticed after a
short contact time. Experimental repeats also confirmed that adhesion capacities were

lower for every mutant than for the wild-type strain CFBP4834-R after a long contact time.

Mutants in pilA and xadA1 genes are less agressive on bean than the wild type
strain. When inoculated onto bean leaves every mutant tested (4834PILA, 4834FHAB1,
4834FHAB2, 4834XADA1, 4834XADA2 and 4834YAPH2) was able to cause typical water-
soaked spots. However, 4834PILA and 4834XADA1 mutants were significantly less aggressive
than the wild type strain CFBP4834-R when inoculated at a low concentration (1 x 10°
CFU/ml) (Fig. 3). The disease severity of 4834YAPH2 was significantly (p<0.05) higher than
that of CFBP4834-R when inoculated at 1 x 10’ CFU/ml. No differences were observed for
other mutants in comparison to the wild-type strain. No water-soaked spots were recorded

on the water inoculated control leaves.

Mutation in yapH2 gene of X. fuscans subsp. fuscans alters partially its
capacities to colonize bean phyllosphere . Global colonization of the phyllosphere was
similar for strains 4834PILA, 4834FHAB2, 4834XADA2, 4834YAPH2 and wild type strain
CFBP4834-R, as determined following stomaching of leaves (Fig. 4A). However, after
disinfection of the leaf surface with chloroform vapors, analysis of bacterial population
sizes showed that phyllospheric population sizes of 4834YAPH2 were significantly (p<0.05)
lower than those of the wild type strain and other mutants at eleven days after inoculation
(Fig. 4B). These results indicated that 4834YAPH2 was either not able to adhere to leaf
surface and form biofilms that could protect cells from chloroform vapors or to colonize

the apoplast of the leaf.

Transmission of X. fuscans subsp. fuscans to bean seeds is altered for mutants in
pilA, fhaB1 and fhaB2 genes. The 4834PILA mutant was the most altered in its ability to
transmit to bean seeds with the lowest transmission rate (p<0.05) (Table 2). Transmission
rates of 4834FHAB1 and 4834FHAB2 mutants were affected compared to the wild type
strain. Transmission rates of 4834XADA1, 4834XADA2 and 4834YAPH2 mutants were similar
to higher than that of the wild type strain. Bacterial populations sizes quantified on seeds

were not significantly different among the various strains.
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Table 2. Transmission rates of the wild type strain CFBP4834-R and selected mutants
4834PILA, 4834FHAB1, 4834FHAB2, 4834XADA1, 4834XADA2 and 4834YAPH2 to bean seeds
after spray inoculation (1x10° CFU/ml) of plants at the flower bud stage. The rates of
plants harbouring contaminated seeds per 50 inoculated plants per strain are indicated
followed by the mean bacterial population sizes per g of seeds (and SEM) for plants having

contaminated seeds.

Bacterial population

Strains Transmission rates sizes (Log CFU/g seeds)
(SEM)
CFBP4834-R 0.68 3.77 (0.45)
4834PILA 0.40* 3.06 (0.48)
4834FHABT1 0.58 4.10 (0.44)
4834FHAB2 0.58 4.43 (0.51)
4834XADA1 0.70 3.77 (0.40)
4834XADA2 0.72 4.29 (0.39)
4834YAPH2 0.75 3.77 (0.42)

* indicate significant different values with the wild type CFBP4834-R according to a yx? test

Table 3 Transmission rates (TR) to bean seeds and associated mean population sizes of the
wild type CFBP4834-R and 4834PILA, 4834FHAB2, 4834XADA2 and 4834YAPH2 strains by the
floral and the vascular pathways. Transmission to seeds by the floral pathway was
determined following inoculations of flower buds by depositing 20 pl of a 1x10® CFU/ml
inoculum per flower bud on three groups of flower buds per plant. Transmission to seeds
by the vascular pathway was determined on three groups of flower buds per plant that
were protected with transparent cellophane bags before plants were inoculated by
spraying the phyllosphere with a 1x10°> CFU/ml suspension. Six weeks after inoculation
bacterial population sizes were quantified in seeds. Seeds of ten plants per strain and per

treatment were analyzed.

Floral pathway Vascular pathway
Population sizes Population sizes
Strains TR TR
(CFU/g seeds) (SEM) (CFU/g seeds) (SEM)
CFBP4834-R 0.8 6.06 (0.75) 0.6 1,80 (0.40)
4834PILA 0.9 4.81 (0.83) 0.1 1.34 (nd)
4834FHAB2 0.9 6.79 (0.41) 0.2 0.96 (0.18)
4834XADA2 0.9 6.87 (0.67) 0.5 3.91 (1.15)
4834YAPH2 1 7.06 (0.21) 0.1 0.78 (nd)

nd : not determined



Mutation in pilA, fhaB2, and xadA2 genes limits vascular transmission of X.
fuscans subsp. fuscans to bean seeds but not its transmission to seeds by the floral
pathway. To monitor bacterial transmission to seeds by the floral pathway, inoculum was
deposited directly in flower buds. None of the tested mutants (4834PILA, 4834FHAB2,
4834XADA2 and 4834YAPH2) were impaired in their ability to transmit to seeds by the
floral pathway as transmission rates and associated population sizes were similar to those
of the wild type strain (Table 3). To quantify bacterial transmission to seeds by the
vascular pathway, inoculum was sprayed on leaves while floral structures of plants were
protected from any aerial contamination with cellophane bags which remained in situ until
harvest. Only the wild type strain CFBP4834-R and 4834YAPH2 were able to transmit to
seeds by the vascular pathway with high frequencies (0.60 and 0.55, respectively).
Frequencies were significantly lower for 4834PILA, 4834FHAB2 and 4834XADA2 with 0.10,
0.20 and 0.10, respectively. When originating from wascular pathway, mean bacterial
population sizes were lower on contaminated seeds than on seeds contaminated by the

way of the floral structures (Table 3).

1.4 Discussion

To gain insight into the dynamics of X. fuscans subsp. fuscans-host interactions
during colonisation processes we analyzed the role of bacterial surface structures in
survival and multiplication on leaves, transmission and adhesion to seeds. In planta
characterization of mutant behaviour followed the determination of the role of every
adhesin in in vitro bacterial adhesion, and formation of biofilms. We have shown that
while pilA gene is required for adhesion and transmission to seeds, yapH2 is essential for
adhesion to seeds, leaves and abiotic surfaces but not for its in planta transmission to
seeds.

While mutation of yapH2 gene totally impaired X. fuscans subsp. fuscans for in vitro
adhesion to abiotic surface, pilA, fhaB2 and xadA2 genes contribute only partially to
adhesion capacities of X. fuscans subsp. fuscans to abiotic surface. Our results confirmed a
recent study suggesting that the non-fimbrial gene hxfB (a filamentous hemagglutinin) of
Xylella fastidiosa is involved in the adhesion on abiotic glass surfaces (Feil et al. 2007).
Adhesion to seeds is however significantly impaired for mutants in every adhesin gene
(fhaB1, fhaB2, pilA, xadA1, xadA2 and yapH2) indicating that seed adhesion is a more
complex phenomenon than adhesion to polypropylene. Interestingly, xadA2 gene is

implicated only in the irreversible adhesion step observed after long contact time between
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seeds and bacteria.

Several adhesins of X. fuscans subsp. fuscans seems to be involved in its
pathogenicity on bean. Indeed, we observed that agressivity of X. fuscans subsp. fuscans
on bean was severely attenuated by the disruption of pilA, increased by the disruption of
yapH2 and unmodified for other genes coding adhesins. As previously shown for fimbrial
adhesins of Ralstonia solanacearum, X. citri subsp. citri and X. campestris hyacinthi (Kang
et al. 2002; Ojanen-Reuhs et al. 1997; van Doorn et al. 2001) the type IV pili of X. fuscans
subsp. fuscans contributes to its agressivness on its host, as revealed by the the mutation
of pilA gene. In contrast, mutation in yapH2 gene in X. fuscans subsp. fuscans leads to a
more aggressive strain. It has previously been shown that yapH2 gene could act as an
antivirulence gene (Foreman-Wykert and Miller 2003). Mutations in such locus result in a
hypervirulent phenotype, as measured by a lower lethal dose and a colonization advantage
(Foreman-Wykert and Miller 2003). Also, a mutant in the hxfA gene (hecA orthologue) of
Xyllella fastidiosa showed more severe symptoms, and earlier grapevine death. In planta,
this mutant moved faster and reached higher population sizes than the wild type strain
(Guilhabert and Kirkpatrick 2005). We were not able to show any substantial involvement
of other adhesins in pathogenicity of X. fuscans subsp. fuscans on bean. This is not in
accordance with results obtained on other plants pathogens. The non-fimbrial adhesin
XadA is required for optimum virulence in X. oryzae pv. oryzae (Ray et al. 2002). For
Erwinia chrysanthemi, Rojas and associates (2002) reported that each mutant in
filamentous hemagglutinin HecA have reduced leaf surface attachment and aggregate
formation, failled to express macerating enzymes and were avirulent. Furthermore
hecA::Tn7 hemagglutinin mutant was reduced in virulence on Nicotiana clevelandii
seedlings after inoculation without wounding (Rojas et al. 2002).

YapH2 is the only adhesin of X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R required for a
complete phyllosphere colonization process as demonstrated by quantification of
phyllospheric populations after surface sterilisation with chloroform vapors. This behavior
of the strain 4834YAPH2 mutated in yapH2 gene could be due to its total incapacity to
adhere to surfaces -biotic and abiotic- and form biofilms. This disadvantage for surface
colonization could be in turn an advantage as it could allow extensive colonization of
vessels leading a high development of symptoms. This hypothesis is supported by data
obtained with the pathosystem X. fastidiosa and Vitis vinifera (Guilhabert and Kirkpatrick
2005). In this case, ability to form in planta biofilm leads to the congestion of some rare
vessels while for mutants in rpfF gene, a high proportion (>80%) of vessels were colonized
by large population sizes of planktonic cells able to disperse in vascular system and in

consequence to cause symptoms (Newman et al. 2004). It’s worth noticeable that strain
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Table 4. Strains and plasmids used in this study.

Strain or
Relevant genotype and characteristics Source or reference
plasmid
Plasmids
pvO155 Derivative of pUC19 containing the (Oke and Long 1999)
promoterless uidA gene; Km®, AmpR, Bleo®
PRK600 CmR, traRK2, oriColE1 (Finan et al. 1986)
pCM184 Broad-host-range allelic exchange vector (Marx and Lidstrom 2002)
pCM157 Broad-host-range cre expression vector (Marx and Lidstrom 2002)
Strains
X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R wild-
CFBP4834-R type strain; Rift (Jacques et al. 2005)
K12 Escherichia coli wild type strain (Devoret and Blanco 1970)
DH5a E. coli F,0980dlacZ:M15, recA1, endAt, (Hanahan 1983)
gyrA96, thi-1, hsdR17(rK”, mK®),
supE44,relA1, deoR,:(lacZYA-argF)U169
Mutants
4834FHAB1  CFBP4834-R fhab1(505)*::pVO155; Rift, Km*  This study
4834FHAB2  CFBP4834-R fhaB2(592)*::pVO155; Rift, Km*  This study
4834XADA1  CFBP4834-R xadA1(618)*::pVO155; Rif?, Km®  This study
4834XADA2  CFBP4834-R xadA2(538)*::pVO155; Riff, Km®  This study
4834YAPH2  CFBP4834-R yapH2(356)*::pV0155; Rift, Km®  This study
4834PILA CFBP4834-R ApilA This study

*numbers indicate the position from start codon of pvVO155 insertion in the target gene of

X. citri subsp. citri str. 306.



4834YAPH2 of X. fuscans subsp. fuscans mutated in yapH2 gene is not impaired in its
capacities of transmission to seeds by the vascural pathway, at the opposite of all other
strains carrying mutations in adhesin genes.

Dispersion of a pathogen is a major determinant of fitness (Fenton et al. 2002;
McCallum et al. 2001). Transmission by host seeds is one of the most efficient means of
dispersion for the majority of the plant pathogenic bacteria (Gitaitis and Walcott 2007).
However, determinants of this biological process are still poorly understood. Recently, we
demonstrated that the type three secretion system of X. fusans subsp. fuscans and its
master regulators HrpG and HrpX are major determinants of transmission to seeds as they
are implicated in vascular colonization of the host by the bacterium (A. Darsonval,
submitted). Here, we show that PilA fimbrial protein and in a lesser extent FhaB1, FhaB2
are also involved in transmission of X. fuscans subsp. fuscans to bean seeds by the vascular
pathway.

Pathogenic bacteria have evolved an incredibly large and diverse array of adhesion
proteins to exploit a variety of host-cell surface component (Pizarro-Cerda and Cossart
2006). The results reported in this study present the individual and complementary
contribution of six adhesins of X. fuscans subsp. fuscans during the colonization of the
phyllosphere and the transmission to the seeds. These results are coherent with the idea
that xanthomonads hosts a large repertoire of bacterial surface structures necessary to
exploit the various environment they have to face in their life. Indeed, we showed that
each of the six identified adhesins in X. fuscans subsp. fuscans was involved in at least one
of the various steps of the phyllosphere and the anthosphere colonization during the

colonization of its host.

1.5 Materials and Methods

Bacterial strains, plasmids and growth conditions. The bacterial strains and
plasmids used in this study are described in Table 4. Xanthomonad strains were grown at
28°C in 10% TSA medium (1.7 g/l tryptone, 0.3 g/l soybean peptone, 0.25 g/l glucose,
0.5 g/l NaCl, 0.5 g/l K,HPO4 and 15 g/l agar), 10% TSB (10% TSA without agar) or in MME
minimal medium (10.5 g/l K;HPO,4, 5.4 g/l KH,PO4, 1 g/l (NH,),SO4 supplemented with
glutamate 20mM, MgSO, TmM and casamino acids 0.15 g/1) (Arlat et al. 1991). Escherichia
coli cells were cultivated at 37°C in Luria Bertani medium (10 g/l tryptone, 5 g/l yeast
extract, 5 g/l NaCl, 15 g/l agar). Media were supplemented with appropriate antibiotics.

Antibiotics were used at the following final concentrations: rifamycin (R): 50 mg/l;
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kanamycin (Km): 25 mg/l; rifampicin (Rif): 50 mg/l; chloramphenicol (Cm): 12.5 mg/l and
tetracyclin (Tet): 10 mg/l. For in planta studies media were supplemented with 50 mg/l
cycloheximide and 10 mg/l propiconazole to inhibit fungal growth. To prepare inocula,
strains were grown 48 h in 10% TSA supplemented with appropriate antibiotics. Bacterial
streak cultures were suspended in sterile water by sterile swab to 1x10® CFU/mlL.

Suspensions were adjusted to the desired final concentrations with sterile distilled water.

Plant material. /n planta experiments were conducted with a variety of common
bean (P. vulgaris cv. Flavert) susceptible to common bacterial blight. Seeds were provided
by Vilmorin and were considered to be free of X. fuscans subsp. fuscans following the
analysis of about 100,000 seeds per lot with standard tests (International Seed Testing
Association, 2007). When necessary, seeds were sown in 10x10x18 cm pots (1 seed per pot)
containing soil substrate (Neuhaus humin substrat S NF 11-44-551, Proveg, La Rochelle,
France). Beans were grown in growth chamber until the first trifoliate leaf was fully
expanded (Michael 1994) or until the flower bud stage (five-week old) (Michael 1994)
depending on the experiments. Beans were grown in growth chambers under 16 h of light
at 25°C (28°C for pathogenicity tests) and 8 h of darkness at 20°C (22°C for pathogenicity
tests) and under high (95%) relative humidity (RH). Before inoculations, plants were
incubated under 16 h of light at 25°C and 8 h of darkness at 20°C and 95 % relative
humidity (RH). For experiments on phyllosphere colonization and transmission to seeds RH
was decreased to 50% from two days after inoculation. Plants were watered three times
per week and supplemented with 0.3 g/l NPK (18/14/18) once a week. Plant inoculations
were carried out under quarantine at UMR PaVé, Centre INRA, Beaucouzé, France. To avoid
cross-contaminations, plants receiving a similar treatment were grouped in growth
chamber and were separated by polypropylene curtains from other treatments. Every

experiment with plants was repeated at least three times.

Molecular biology techniques. Chromosomal DNA was extracted with the
Nucleospin® tissue kit (Macherey-Nagel Hoerdt, France). Plasmid preps were performed
with the Wizard® Plus Minipreps DNA Purification Systems (Promega). Restriction enzymes,
DNA ligase, GoTaq® DNA Polymerase (Promega) were used according to the manufacturer’s
recommendations. Polymerase chain reactions (PCR) were done in 20 pl volumes
containing 200 pM dNTP, 1.5 mM MgCl;, 0.5 pM of each primer (Table 2), 0.4 U/ul GoTaq
polymerase, and 4 pl of a boiled bacterial suspension (1x10” CFU/ml). PCR conditions were
5 min at 94°C followed by 35 cycles of 30 s at 94°C, 30 s at 55°C and 1 min at 72°C and

ended with 7 min at 72°C. Southern hybridizations were performed using gene and vector-
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specific PCR fragments as probes. Probes were labeled using the PCR Digoxigenin DIG
labeling mix (Roche Applied Science, France). Genomic DNA was digested by BamHI and
transferred to nylon membrane Hybond N* (Amersham) according to supplier’s instructions.
Blots were hybridized for 16 h at 42°C in 50% formamide, 5X SSC 20% SDS, 2% blocking
reagent and 0.1% N-lauryl-sarcosine, followed by washes in 2X SSC, 0.1% SDS and 0.1X SSC,
0.1 % SDS at 68°C. The probes were detected using the Fab fragments of an Anti-
digoxigenin antibody conjugated with alkaline phosphatase (Anti-DIG-AP) and Nitro-Blue
Tetrazolium Chloride/5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salt NBT/BCIP
solution according to the supplier’s instructions (Roche Applied Science, France).

Total RNA of each strain was isolated by a modification of the method of Piper et
al. (1999). A 2 ml late-exponential-phase culture grown in TSA 10% was centrifugated 30 s
at 14,000 x g. The pellet was resuspended in of 600 pl of hot (65°C) Trizol (Invitrogen,
France) and the mixture was shaken at 65°C for 5 min. After 5 min at room temperature,
the cell debris were removed by centrifugation (2,500 x g, 5 min at 15°C) and the
supernatant was transferred to a fresh tube. Chloroform (120 pl) was added to 600 pl of
the supernatant, and the mixture was vortexed vigorously 30 s. After 2 min at room
temperature, the phases were separated by centrifugation at 12,000 x g for 15 min at 4°C,
the upper phase (300 pl) was removed to a fresh tube. Isopropyl alcohol (250 pl) was added
and the mixture was incubated at room temperature for 10 min. The precipitated RNA was
collected by centrifugation at 12,000 x g for 20 min at 4°C. The supernatant was removed,
and the pellet was washed with 500 pl of 75% ethanol. A new pellet of RNA was collected
by centrifugation at 7,500 x g for 5 min at 4°C and was air-dried to near completion. The
RNA was dissolved in 89 pl of sterile double-distilled H,0, and 10 pg of the preparation
were treated with 1 pl of DNase (Ambion, Applied Biosystems, France; 2 U pl') to remove
contaminating DNA during 1 h at 37°C. The preparation was heated 10 min at 75°C to
inactivate the DNAse and RNA was ethanol precipitated and resuspended in 50 pl of
double-distilled H;0. Five pug of total RNA was reverse transcribed into ¢cDNA in a 35 pl
volume using 15 pl mix of 11mer primers at 10 uyM each (Fislage et al. 1997), 8 pl ANTP at
2,5 mM, 0.8 uyL RNasin (40 U/pl, Promega, France) and 0.2 pl Reverse Transcriptase
(200 U/ul, Promega, France). Reaction mixture was incubated 10 min at 65°C, 5 min at
4°C and 1 h at 42°C. The RNA-cDNA mix was ethanol precipitated, resuspended in double-
distilled H,0 and used for PCR reactions.

Mutagenesis techniques to construct Xanthomonas fuscans subsp. fuscans

CFBP4834-R mutants in adhesins. Specific primers (Table 2) for each target gene were

designed based on consensus sequences obtained by comparison of sequences from X. citri
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subsp. citri strain 306 (da Silva et al. 2002), X. axonopodis pv. vesicatoria strain 85-10
(Thieme et al. 2005), X. oryzae pv. oryzae strain. KACC10331 (Lee et al. 2005) and
X. campestris pv. campestris strain ATCC33913 (da Silva et al. 2002; Qian et al. 2005)
available in the GenBank database. Multiple alighments were performed using ClustalW2 at
the EMBL-EBI.

Identification of homologues of these genes was checked by PCR in the CFBP4834-R.
CFBP4834-R deletion mutant lacking pilA were generated using the allelic exchange vector
pCM184 (Marx and Lidstrom 2002). Two DNA fragments (543 and 604 bp) were PCR
amplified in pilA gene of X. fuscans subsp. fuscans strain CFBP4834-R using primers
described in Table 2. They were cloned in pCM184 in the Apal-Sacl and EcoRI-Notl cloning
sites, respectively. These cloning sites flanked the loxP sites boarding a kanamycin
cassette. A marker exchange kanamycin resistant mutant of CFBP4834-R was then
generated by triparental mating using the mobilizing Ec K12 (pRK600) (Finan et al. 1986).
Unmarked deletion 4834PILA mutant was generated using the cre-expressing plasmid
pCM157. This plasmid provides expression of a Cre recombinase that catalyses in vivo
excision of DNA regions flanked by co-directional loxP recognition sites (Marx and Lidstrom
2002). The pilA region of the mutant was sequenced to validate the deletion. Absence of
functional domains in the remaining pilA fragment of the mutated strain was analyzed with
InterProScan.

For specific inactivation of other genes in CFBP4834-R, a plasmid-integration
mutagenesis strategy was used as previously described (Oke and Long 1999). Fragment of
each target gene was amplified using specific oligonucleotidic primers (Table 2). The PCR
fragment was ligated into the suicide vector pVO155 (Oke and Long 1999) and this
construction was introduced into E. coli DH5a. PCR fragments cloned into the pVO155 were
sequenced to verify their identity with BlastN (Altschul et al. 1997). Plasmid was
transferred into the strain CFBP4834-R by triparental mating (Arlat et al. 1992; Glazebrook
and Walker 1991) using the mobilizing E. coli K12 (pRK600) (Finan et al. 1986). Disruption
of each target gene was verified by (i) PCR using one primer in the plasmid (proR or proF)
and a second primer in the genome outside the recombinant region (Table 2), (ii) Southern
blotting using the recombinant fragment as a specific probe and a vector-specific probe
(Table 2) to confirm single insertion and (iii) RT-PCR to confirm that no mRNA were
transcribed from the mutated gene using specifically designed primers (Table 2). Primers
(HrpG-F and HrpX-R2, Darsonval, submitted) designed in two contiguous genes that
belonged to different transcription units hrpG and hrpX were used to verify the absence of
contaminant DNA in each sample. Primers (Table 2) designed in orf3 of the pig locus of X.

oryzae pv. oryzae strain BX01 (Goel et al. 2002) were used as positive control for each
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sample as this gene is transcribed in our conditions.

The stability of the constructions was verified in vitro by testing the kanamycin
resistance of the insertion mutants. Liquid cultures at initial concentration of 1x10°
CFU/ml of each strain were cultured in 10% TSB without antibiotic selection pressure at
28°C under constant agitation (120 rpm), 24h later they were 10 times-diluted and grown
up again, this step was repeated during four days. Finally bacterial populations were
plated on selective and non-selective media (10% TSA) and population sizes were
compared. Three independent cultures of every strain were analyzed and the experiment
was repeated three times. The stability of the mutation was also verified in planta by
comparison of the bacterial population sizes on selective and non-selective media the day
of inoculation and at the last sampling date. To confirm stability of the construction vs.
antibiotic resistance acquisition and to check for cross-contamination among treatments
the identity of ten colonies per plant that developed on the non-selective medium was
verified by PCR using specific primers (Table 1).

To assess that mutations had no impact on in vitro growth, growth curves were
established for each mutant and the wild type strain CFBP4834-R by growing strains at an
initial concentration of 1x10’ CFU/ml in 100-well honeycomb microtiter plates (Thermo
Electron, France) in 10% TSB. Plates were incubated at 28°C with continuous shaking over
a period of 30 hours. Growth measurements were monitored automatically every 2 h by
optical density measurements at 600 nm using the Bioscreen C instrument (Labsystems,
Helsinki, Finland). Non-inoculated wells were used as aseptic controls. The experiment was

repeated three times for each strain.

In vitro and in planta adhesion assays. Bacterial adhesion under static conditions
was quantified by a crystal violet incorporation assay with 96-well polypropylene microtiter
plates (Microwell, Nunc, Denmark) using a modification of a previously reported protocol
(O'Toole and Kolter 1998). Every well was fulfilled with 200 pl MME minimial medium per
well. Three wells per strain containing each 200 yl MME minimial medium were inoculated
with 1:20 dilutions of an inoculum calibrated at 1x10” UFC ml™" and incubated at 28°C for 3
days. Then supernatants containing planktonic bacteria were transferred into a 96-well
plate (Nunclon, Nunc, Denmark) to determine their OD4y using the pQuant™ platewell
reader (Bio-Tek Instruments, Inc., USA) as an indication of bacterial growth. To quantify
surface-attached bacteria, the 96-well PP microtiter plates were rinsed twice with distilled
water, and surface-attached cells were stained for 15 min at room temperature with 200
Hl per well of a 1% (wt:vol) crystal violet (CV) solution. Then supernatants were discarded,

the wells were washed thoroughly and repeatedly with distilled water, and finally the dye
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incorporated in attached cells was solubilized in 200 pl of 95% ethanol per well and the
ODgoo Were determined in the microplate reader. These tests were repeated at least three
times for every bacterial strain.

Bacterial adhesion to bean seeds was tested as previously described (Espinosa-Urgel
et al. 2000) with some modifications. To evaluate the adhesion ability of the wild type and
mutant strains, series of three independent columns were filled with 12 g of bean seeds
and fully saturated with 6 ml of inoculum at 1x10° CFU/ml. The contact time between the
culture and the seeds was 25 min and 2 hours. After removal of the inoculum, columns
were washed twice with 6 ml of distilled water. To quantify bacterial cells adherent to
seeds, seeds of each column were soaked overnight at 4°C in 24 ml of sterile distilled
water. Every sample was then vigorously shaken, and appropriate dilutions were spiral
plated (Spiral Biotech, Bethesda, MD) on selective medium to enumerate bacterial

population sizes. These tests were repeated at least three times for every bacterial strain.

Pathogenicity tests. Tests were performed by immersing during 30 s whole
trifoliate leaf of bean at the V3 stage (Michael 1994) into bacterial suspensions calibrated
at 1x10” and 1x10° CFU/ml. One leaf per plant and three plants per strain were inoculated.
Symptoms were recorded on the 11" day following inoculation. Symptom development on
each inoculated leaflet was individually scored using the following scale: 1: no symptom ;
3: 1 to 20 spots; 6: 21 to 40 spots; 9: > 41 spots, and 11: leaf death.

Sterilization of the leaf surface and dynamics of bacterial population sizes in
bean phyllosphere. Plants at the first trifoliate stage (Michael 1994) were spray-
inoculated until runoff with bacterial suspensions at 1x10® CFU/ml. The first trifoliate leaf
of five plants was sampled 3 hours, and 1, 4 and 11 days after inoculation. To remove
planktonic cells and have access to the adherent and aggregated phyllospheric bacterial
populations, a surface sterilization assay was used. One leaflet of each leaf was placed
during 3 min in a saturated chloroform vapor box (1 ml of chlorophorm in 0.37 dm’ closed
box) and then its bacterial content was analyzed. The two other leaflets were directly
analyzed for their bacterial content. Total bacterial population sizes were quantified by
adding 10 ml of distilled water to the leaflets and ground (Stomacher 80; Seward, London,
United Kingdom) for 2 min at maximum power. Every sample and appropriate dilutions
were spiral plated (Spiral Biotech, Bethesda, MD) on appropriate media to enumerate
inoculated strain. Previously, it has been verified after leaf infiltration that conditions
used to strerilize leaf surface did not Kill internalized bacteria but destroy the totality of

bacterial populations frehly sprayed on leaves (data not shown).
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Frequencies of transmission to seeds and associated bacterial population sizes.
Beans at the flower bud stage (Michael 1994) were spray-inoculated until runoff with
bacterial suspensions at 1x10°> CFU/ml. Bacterial population sizes were quantified in flower
buds from five plants 3 hours after spray-inoculation and in seeds from 50 plants six weeks
after inoculation. Samples (flower buds or seeds) were bulked per plant. Bulks of flower
buds were weighed and ground (Stomacher 80; Seward, London, United Kingdom) for 2 min
at maximum power in 5 ml of distilled water. Seeds were carefully extracted from
asymptomatic pods without any exogenous contamination. For that, in a sterile
environment using gloves, every pod was dissected with a sterile scalpel taking care not to
touch the seeds. Once the pod was opened, seeds were detached one by one from the pod
using sterile forceps. By this method, seeds never enter in contact with the external
surface of the pod nor with any contaminated material. Seeds were soaked overnight at
4°C in 2 ml of sterile distilled water per g of seeds (5.56 seeds/g). Samples were then
weighed and vigorously shaken. To quantify population sizes of mutants and to look for
reversion events aliquots of 500 pl of samples and appropriate dilutions were plated on 10%
TSA-R or 10% TSA-R-Km medium. For every sample, the identity of ten colonies grown on
10% TSA-R was confirmed by PCR with appropriate primers (Table 1).

To compare the occurrence of the floral and the vascular pathways in bacterial
transmission to seeds two different inoculation methods were used. On a first set of plants
direct flower bud inoculation was performed by depositing 20 pl of a 1x10° CFU/ml
inoculum per flower bud on three groups of flower buds per plant taking every possible
precaution to avoid dispersion of the inoculum on leaves. After inoculum drying,
inoculated flower buds were enclosed in transparent cellophane bags to avoid any
subsequent contamination of leaf by contact with inoculated flowers. On a second set of
plants, three groups of flower buds per plant were protected with transparent cellophane
bags before plants were inoculated by spraying the phyllosphere with a 1x10°> CFU/ml
inoculum. Three hours after inoculations bacterial population sizes were quantified on
leaves bulked per plant when flower buds were inoculated by depositing drops of
inoculum, and on the third trifoliate leaf for spray inoculated plants. Bacterial population
sizes were also quantified in inoculated and protected flower buds. At harvest (six weeks
after inoculation) bacterial population sizes were quantified in seeds extracted from pods
as described above. Three plants per strain and per treatment were analyzed the day of
inoculation and 10 plants per strain and per treatment at harvest. Sample analyses were

performed as described above.
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Statistical analyses. Statistical analyses were performed using Statbox Pro software
(Grimmer Logiciels, Optima France). Log-transformed data were analyzed with Kruskal-
Wallis and Mann-Whitney tests. Comparisons of transmission frequencies were based on a
Pearson's x? test. To compare paired population sizes quantified on selective and non-
selective media Wilcoxon’s signed-ranks test for two groups was used (Sokal and Rohlf
1969).
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Figure 5 : Croissance in vitro des mutants 4834PILA, 4834FHAB1, 4834FHAB2,
4834XADA1, 4834XADA2 et 4834YAPH2 et de la souche sauvage X. fuscans subsp.
fuscans CFBP4834-R.

Tableau 5 : Comparaison des tailles des populations aprés cinq jours de culture des
souches mutées dans les génes fhaB1, fhaB2, xadA1, xadA2, yapH2 se développant sur
milieu sélectif (10% TSA-R-Km) et sur milieu non-sélectif (10% TSA-R).

Moyennes' des tailles des populations

Mutants (Log UFC mL™") (p.)?
10% TSA-R-Km 10% TSA-R

4834FHAB1 8,47 8,45 0,02

4834FHAB2 9,18 9.17 0,11

4834XADA1 8,86 8,86 0,39

4834XADA2 8,91 8,98 0,34

4834YAPH2 8,40 8,36 0,29

(1) Moyenne calculée sur les 5 répétitions effectuées pour chaque mutant testé
(2) Valeur calculée par un test de Wilcoxon. La différence est significative si p. < 0,05.



2. Données complémentaires

2.1 Données référencéés mais non présentées dans |’article 2

2.1.1 Suivi des croissances in vitro des mutants 4834PILA, 4834FHAB1,
4834FHAB2, 4834XADA1, 4834XADA2, 4834YAPH2 et CFBP4834-R

La croissance in vitro des souches mutées dans les genes fhaB1, fhaB2, xadAt,
xadA2, yapH2, pilA en milieu appauvri ont une dynamique de croissance in vitro similaires
a celle observée pour la souche sauvage X. fuscans subsp. fuscans (figure 5). Ces mutants
ne sont pas affectés dans leur croissance in vitro et donc pas dans leur métabolisme

primaire.

2.1.2Test de la stabilité des mutants 4834FHAB1, 4834FHAB2,
4834XADA1, 4834XADA2 et 4834YAPH2 par mesure de la fréquence de

réversion

Apres 5 jours de croissance, les tailles des populations dénombrées sur milieu
sélectif pour les mutants altérés dans les genes fhaB2, xadA1, xadA2, yapH2, ne sont pas
significativement différentes des tailles des populations dénombrées sur milieu non-
sélectif (p>0,05). Dans le cas du mutant 4834FHAB1, la taille des populations est
significativement supérieure sur milieu sélectif (p<0,05) (tableau 5). L’absence d’une
croissance plus abondante sur milieu non-sélectif que sur milieu sélectif permet de
conclure qu’en l’absence de pression de sélection, la résistance a la kanamycine est

maintenue et que les mutations sont stables in vitro.

2.1.3 Vérification de la mutation par RT-PCR

Le protocole d’extraction et de transcription reverse utilisé a été adapté d’un
protocole optimisé par Sophie Cesbron (comm. pers.) pour U"extraction d’ARN a partir de
cellules d’Erwinia amylovora, ’agent du feu bactérien des Pommoidés.

Différents couples d’amorces sont utilisés pour les RT-PCR afin de vérifier la
mutation de chacun des genes ciblés (tableau 1 de Uarticle 2) :

* les amorces spécifiques F/R de chacun des genes ciblés - les deux amorces sont
situées en aval de Uinsertion de facon a étre fonctionnelles sur UADN du mutant
mais pas sur U'ADNc-ARN. Si le géne est bien muté, elles ne permettent pas
d’amplification en RT-PCR car les ADNc-ARN correspondants ne sont pas

synthétisés. Si aucun fragment n’est amplifié a partir de ’ADNc-ARN du mutant,
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Figure 6 : Validation par RT-PCR de la construction des mutants 4834FHAB1,
4834FHAB2, 4834XADA1, 4834XADA2 et 4834YAPH2 aprés extraction d’ARN.
Photographies de gels d’agarose montrant les résultats des fragments amplifiés ou non a
partir de UADN et de 'ADNc a ’aide des amorces hrpG-R/hrpX-R2, orf3-F/orf3-R et des
amorces spécifiques a chaque mutant. 1kB: marqueur de poids moléculaire (1 kb,

Invitrogen). Les témoins - et + sont réalisés pour chacun des échantillons d’ARN extrait.



cela signifie que le gene muté a bien été altéré dans sa transcription, constituant

ainsi une validation de la construction du mutant. Les tailles des fragments

amplifiés sont détaillées pour chacun des mutants dont les résultats sont présentés
dans cette étude.

* hrpG-R/hrpX-R2 - amorces a cheval sur deux genes différents non organisés en
opéron (fragments proches), donc si un fragment est amplifié cela révele la
présence d’ADN contaminant. Taille du fragment : 1728 pb. C’est un témoin négatif
de la présence d’ADN contaminant dans I’ARN extrait.

» orf3-F/orf3-R > permettent ’amplification d’un gene constitutif (synthése de la
xanthomonadine). Taille du fragment: 264 pb. C’est un témoin positif de
’extraction d’ARN.

Toutes les amplifications PCR réalisées avec les amorces témoins ont montré le
meme profil présenté dans la figure 6. Les résultats obtenus avec les amorces hrpG-
R/hrpX-R2 confirment ’absence d’ADN contaminant dans U’ARN extrait : aucun fragment
n’est amplifié. Le controle positif pour ces mémes amorces indique qu’elles fonctionnent
correctement puisqu’un fragment de 1728 pb est amplifié a partir de ’ADN du mutant. Les
fragments amplifiés a partir de "ADN et de ADNc-ARN de chacun des mutants ont tous
montré un signal d’amplification de 264 pb avec les amorces orf3-R/orf3-F qui servent de
témoin positif d’extraction des ARNs (figure 6).

Les résultats obtenus pour les mutants 4834FHAB1, 4834FHAB2, 4834XADA1,
4834XADA2 et 4834YAPH2 avec les amorces spécifiques situées en aval de linsert de
chacun des genes ciblés sont similaires. Aucun fragment n’est amplifié a partir de ’ADNc
du mutant, alors qu’un fragment de la taille attendue est amplifié a partir de leurs ADNs
(figure 6). Ce fragment n’est donc pas transcrit et les différents mutants sont bien altérés

dans chacun des génes ciblés.

2.2 ldentification et mutation de fliN, de ’orf3 du cluster pig et
de rpfB chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R

2.2.1 Détection de fliN, de l'orf3 du cluster pig et de rpfB chez
X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R

Le gene fliN (cf. figure 17 du chapitre 2 de U'introduction générale) est un élément
essentiel du moteur entrainant la rotation du flagelle (Aizawa et al., 2000; Kaiser, 2007).
Le géne fliC codant pour la flagelline a été recherché par PCR avec des amorces
conserveées sans succes chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R. Les orf3, 6, 7 et 10 (cf.

figure 30 du chapitre 2 de lintroduction générale) sont les quatre génes du cluster pig
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Tableau 6 : Amorces sens (F) et réverse (R) utilisées pour I’amplification de fragments

homologues de fliN, de I’orf3 du cluster pig et de rpfB chez X. fuscans subsp. fuscans.

Géne l!‘lom de Séquence de I’amorce ") 5’-3’ Tallle attendue de
amorce I’amplifiat (pb)
fliN fliN-F CAGAAGACTAGTGAATTCGGCGTTTCCAATGGCA 353
fliN-R CTCGAGGTTGACGTAGACATCGAGCGGTT
orf3 orf3-F TGATACTAGTCCAGGGCAGCATGTGCC 264
orf3-R AGATAGAGCTCGTGCACCTCCACGC
rpfB  rpfB -F CAGGCACTAGTTTGGTTGCAAAGTTATCCG 467

rpfB -R CATGGAGCTCAGGCCGGTGGTGATGA
(1) : en gras, site de restriction Spel dans ’amorce F et Xhol dans ’amorce R.

Tableau 7 : Homologies nucléotidiques obtenues aprés BlastN des séquences des

fragments de fliN, de I’orf3 du cluster pig et de rpfB chez X. fuscans subsp. fuscans.

X. fuscans subsp. X. campestris pv. campestris str.

fuscans CFBP4834-R X. citri subsp. citri str. 306 X. axonopodis pv. vesicatoria str. 85-10 ATCC33913
Nom  Taille insert Taille du % Taille du % Taille du %
. . . Nom du N . Nom du s . Nom du N .
donné au séquencé &ne gene Protéines homo- &ne gene Protéines homo- sne gene Protéines homo-
géne (pb) 9 (pb) logie 9 (pb) logie 9 (pb) logie
. FIiN ; Flagellar motor FIiN ; Flagellar motor FIiN ; Flagellar motor
fliN 335 xac1946 1 gwitch protein %8 xcvigoo 339 switeh protein 98 xeco1s 339 gyiteh protein 92
Phospho- Xanthomonadin Phospho-
orf3 239 XAC4092 537 P 99  XCV4180 432  biosynthesis =~ 94  XCC4004 438 P 82
transferase X transferase
protein
Long-chain Long-chain .
RpfB ; g RpfB ; ey RpfB ; Long-chain fatty-
rpfB 332 XAC1880 1683 fattyligglsde CoA 98 XCV1921 1683 fatty";x;::je CoA 98 XCC1858 1683 acid-CoA ligase

Tableau 8 : Comparaison des tailles des populations aprés cinq jours de culture des
souches mutées dans fliN, l’orf3 du cluster pig et rpfB se développant sur milieu
sélectif (10% TSA-R-Km) et sur milieu non-sélectif (10% TSA-R).

Moyennes' des tailles des populations

Mutants (Log UFC mL™") (p.)?
10% TSA-R-Km 10% TSA-R

4834FLIN 8,65 8,65 0,45

48340RF3 8,40 8,38 0,021

4834RPFB 8,28 8,26 0,054

(1) Moyenne calculée sur les 5 répétitions effectuées pour chaque mutant testé
(2) Valeur calculée par un test de Wilcoxon. La différence est significative si p. < 0,05.
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Figure 7 : Croissance in vitro des mutants 4834FLIN, 48340RF3 et 4834RPFB et de la

souche sauvage X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R.



identifiés chez X. oryzae pv. oryzae comme indispensables a la synthese de
xanthomonadine (Goel et al., 2002). Enfin le géne rpfB (cf. figure 29 du chapitre 2 de
Uintroduction générale) est un des genes essentiels du systéme rpf qui gouverne la
production du facteur diffusible DSF et de xanthane chez X. campestris pv. campestris
(Poplawsky et al., 1998; Dow et al., 2003; Fouhy et al., 2006).

La démarche adoptée afin de détecter ces cibles chez X. fuscans subsp. fuscans
CFBP4834-R est la méme que celle adoptée pour la détection des genes hrp et avr (partie
1) et des genes codant des adhésines (article 2). Ainsi, ’alignement de séquences publiées
chez différentes bactéries du genre Xanthomonas de fliN, de Uorf3 du cluster pig et de
rpfB a permis de dessiner des couples d’amorces sens et anti-sens dans les zones
conservées (tableau 6). Ces amorces ont permis d’amplifier par PCR, des séquences de la
taille attendue respectivement 353, 264 et 467 pb pour des homologues de fIliN, de Uorf3
du cluster pig et de rpfB chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R.

Le séquencage des inserts servant a la recombinaison homologue lors de la
mutagenese dirigée a permis de vérifier U'identité de chacun des genes mutés. Les
fragments de fliN, de Uorf3 du cluster pig et de rpfB de X. fuscans subsp. fuscans
présentent une trés forte homologie nucléotidique avec leurs homologues chez X. citri
subsp. citri et X. axonopodis pv. vesicatoria (respectivement 98, 99, 98% et 98, 94, 98%)
(tableau 7). Cette homologie est plus faible pour une espece plus éloignée
phylogénétiquement comme X. campestris pv. campestris avec des valeurs respectivement
de 92, 82 et 87%.

2.2.2 Vérification des constructions des mutants

Les constructions des mutants 4834FLIN, 48340RF3, et 4834RPFB ont été vérifiées
selon la démarche en quatre étapes décrite dans la partie 1 des résultats. L’intégration du
plasmide pVO155+insert chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R a été confirmée par
PCR et par Southern blot. Ceci nous a permis de vérifier que la mutation correspondait
dans tous les cas, a linsertion unique et dans sa totalité du plasmide pvVO155 dans le
génome de X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R. Aprés 5 jours de croissance (succession
de plus de 50 générations), les tailles des populations dénombrées sur milieu sélectif pour
les mutants 4834FLIN et 4834RPFB ne sont pas significativement différentes des tailles des
populations dénombrées sur milieu non-sélectif (p>0,05). Dans le cas du mutant 48340RF3,
la taille des populations est significativement mais trés faiblement supérieure sur milieu
sélectif (p<0,05) (tableau 8). Ce résultat indique qu’en l’absence de pression de sélection,
la résistance a la kanamycine est maintenue, mais que la pression de sélection permet un
meilleur recouvrement des populations. Les mutations sont donc stables in vitro. La

croissance in vitro des souches de X. fuscans subsp. fuscans mutées dans les genes fIiN,
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Figure 8 : Photographie de colonies des
souches CFBP4834-R et du mutant
48340RF3 sur TSA 10%. La mutation d’un
géne du cluster pig : orf3, entraine
’absence de pigmentation jaune
(xanthomonadine) chez le mutant
48340RF3.

Figure 9: Capacité d’adhésion de
CFBP4834-R et 4834FLIN au polypropyléne.
Quantification des cellules adhérentes aux
plaques de polypropylene par dosage au
spectrophotométre du crystal violet
incorporé. Les barres d’erreur représentent
Uerreur standard.

Figure 10: Capacités d’adhésion des
bactéries aux graines de haricot. Rapport
entre la quantité de bactéries ayant
adhéré aux graines (Qa) et la quantité de
bactéries initialement apportée par
Uinoculum (Qi). Le rapport est calculé
apres un temps court (25 minutes) ou plus
long (2 heures) de contact entre ’inoculum
et les graines. Les barres d’erreur
représentent Uerreur standard. Pour
chaque temps de contact, des lettres
différentes indiquent des valeurs
significativement (p<0.05) différentes sur
la base du test non-paramétrique Mann-
Whitney.
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orf3 du cluster pig et rpfB en milieu appauvri est similaire a celle de la souche sauvage
CFBP4834-R, pendant 48 h (figure 7). La phase de latence de ces mutants ainsi que de la
souche sauvage dure 6 h. La phase stationnaire est atteinte en moyenne 18 h apres le
début de U’expérimentation. Ces mutants ne sont donc pas affectés dans leur croissance in
vitro.

Au niveau phénotypique il n'a pas été possible de mettre en évidence in vitro de
différence de mobilité entre le parent sauvage et la souche 4834FLIN, mutée dans le gene
fliN. Dans les différents milieux testés : milieu gélosé standard (100% TSA), milieu minimum
(MME, Arlat et al., 1991) milieu dit hrp-inducteur (XVYM2, Wengelnik et Bonas, 1996)
associés a différentes concentration de Bacto Agar (0,2%, 0,4%, 1% et 2%), le parent
sauvage et le mutant 4834FLIN étaient peu ou pas mobiles. La mutation de lorf3 du cluster
pig se traduit par contre, comme attendu (Goel et al., 2002), par la perte de la
production de xanthomonadine observable visuellement par l'absence de coloration jaune
caractéristique (figure 8). Une moindre production d’exopolysaccharides pour la souche
4834RPFB par rapport au parent sauvage est également observable en culture sur milieu

gélosé.

2.3 Impact de mutations dans les systémes flagellaire, pig et rpf
lors de la colonisation de I’héte par X. fuscans subsp. fuscans
CFBP4834-R

2.3.1 Capacités d’adhésion aux surfaces biotiques et abiotiques

L’adhésion des bactéries aux plaques de polypropylene est mesurée par la
quantification au spectrophotométre du crystal violet incorporé dans les cellules
adhérentes (figure 9). Par rapport au parent sauvage, les mutants 4834FLIN et 48340RF3
ne sont pas altérés dans leur capacité a adhérer au polypropylene contrairement au
mutant 4834RPFB.

L’attachement des bactéries aux graines de haricot aprés un temps de contact
entre graines et inoculum court (25 minutes) ou plus long (2 heures) démontre a nouveau
que le mutant 4834RPFB est le plus altéré dans sa capacité a adhérer aux surfaces (figure
10). Le mutant 48340RF3 présente un rapport entre les bactéries accrochées aux graines
et les bactéries apportées par Uinoculum supérieur a celui de la souche sauvage. Les
capacités d’adhésion aux semences de ce mutant sont supérieures a celles de X. fuscans
subsp. fuscans CFBP4834-R. Le mutant 4834FLIN est quant a lui légerement affecté dans sa

capacité a adhérer aux graines par rapport a la souche sauvage X. fuscans subsp. fuscans
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Figure 12 : Dynamique des tailles des populations de la souche sauvage et du mutant
4834FLIN (A) ainsi que les mutants 48340RF3 et 4834RPFB (B) sur la premiére feuille
trifoliolée du haricot. Les populations totales sont quantifiées apres broyage des feuilles
pendant 2 min (traits pleins) et apres stérilisation de la surface foliaire aux vapeurs de
chloroforme (trait pointillés). A chaque prélevement, cing échantillons sont analysés. Les

barres d’erreurs représentent U’erreur standard.

Tableau 9 : Tailles moyennes des populations solitaires et agrégées aprés inoculation
de la premiére feuille trifoliolée du haricot pour les souches CFBP4834-R et 4834FLIN
(A) et pour les souches CFBP4834-R, 48340RF3 et 4834RPFB (B). A chaque

prélevement, cing échantillons sont analysés.

(A) Taille moyenne des populations Taille moyenne des populations agrégées
Souches solitaires (Log UFC g'') (SEM) (Log UFC g'") (SEM)
testées 4 jours aprés 11 jours apres 4 jours aprés 11 jours apres
inoculation inoculation inoculation inoculation
CFBP4834-R 5,99 (0,11) 8,34 (0,15) 3,74 (0,20) 4,81 (0,28)
4834FLIN 5,16 (0,37) 6,78 (0,41) 3,70 (0,54) 4,38 (0,24)
(B) Taille moyenne des populations Taille moyenne des populations agrégées
Souches solitaires (Log UFC g ') (SEM) (Log UFC g ') (SEM)
testées 4 jours aprés 11 jours apres 4 jours aprés 11 jours apres
inoculation inoculation inoculation inoculation
CFBP4834-R 6,94 (0,1) 7,07 (0,2) 4,24 (0,3) 5,41 (1,04)
488340RF3 6,76 (0,3) 6,79 (0,4) 4,23 (0,54) 4,81 (0,61)

4834RPFB 6,58 (0,1) 7,20 (0,3) 4,36 (0,66) 5,68 (0,91)




CFBP4834-R. Un temps de contact long entre bactéries et graines accentue les différences

observées apres un temps de contact plus court (figure 10).

2.3.2 Pouvoir pathogéne sur haricot

Onze jours apres ’inoculation, ’ensemble des plantes inoculées avec les mutants
4834FLI, 48340RF3 et 4834RPFB ainsi que la souche sauvage X. fuscans subsp. fuscans
CFBP4834-R présente des symptomes caractéristiques de la graisse commune du haricot
pour les deux concentrations testées. Les plantes inoculées avec de U'eau distillée stérile
(témoin négatif) ne présentent aucun symptome. Alors qu’une forte concentration
d’inoculum (1x10” UFC mL") ne permet pas de distinguer de différences d’aggressivité
entre les différentes souches testées, un inoculum plus faible (1x10° UFC mL") montre que
le mutant 48340RF3 est significativement (p<0,05) altéré dans son pouvoir pathogene sur

haricot. (figure 11).

2.3.3 Colonisation de la phyllosphére

Dans la phase d’installation dans la phyllosphere (dans les 24 h suivant
’inoculation), les tailles des populations totales du parent sauvage sont significativement
supérieures a celle des trois mutants testés (figure 12). Par la suite, les tailles des
populations du parent CFBP4834-R et des mutants sont similaires. L’adaptation des
bactéries est suivie d’une phase de croissance exponentielle jusqu’au 4eme jour apres
inoculation, ou débute la phase stationnaire. La stérilisation de la surface foliaire par des
vapeurs de chloroforme montre que les populations de CFBP4834-R et des mutants sont
peu agrégées ou peu internalisées pendant les quatre premiers jours qui suivent
Uinoculation (figure 12). Ensuite, les différences des tailles de populations entre feuilles
stérilisées et non-stérilisées diminuent montrant que les populations bactériennes
deviennent moins accessibles au stérilisant soit parce qu’elles sont agrégées soit parce
qu’elles sont internalisées.

Afin de déterminer U’organisation des populations épiphytes, la technique mise au
point par Morris et al. (1998) et modifiée par Jacques et al. (2005) a été utilisée. Les
populations épiphytes sont organisées en populations solitaires (ou planctoniques) et
agrégées en structures de type biofilm (tableau 9). Les tailles des populations agrégées en
structure de type biofilm augmentent au cours du temps de facon similaire pour le parent
et les mutants. Les tailles des populations solitaires augmentent entre le 4eme jour et le
11°™ jour. Au 4°™ jour ainsi qu’au 11°™ jour les tailles des populations solitaires sont

supérieures aux tailles des populations agrégées pour les souches étudiées.
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Tableau 10 : Tailles des populations et fréquences de contamination des semences du

haricot par les souches X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R et les mutant 4834FLIN,
48340RF3 et 4834RPFB.

Souches Moyennes des tailles des Nombre de plantes dont les
populations (Log CFU g”') (SEM) graines sont contaminées
CFBP4834-R 3,39 (0,53) 21/30
4834FLIN 3,42 (0,43 27/30

(0,43)
48340RF3 3,58 (0,62) 15/30
4834RPFB 3,79 (0,55) 17/30




2.3.4 Transmission des bactéries aux semences

La capacité des souches a se transmettre aux graines du haricot sur le porte-graine
est évaluée par dénombrement des populations sur ’ensemble des graines récoltées a
maturité plante a plante sur 30 plantes. Le mutant 48340RF3 et dans une moindre mesure
le mutant 4834RPFB se transmettent moins fréquemment aux graines de haricot que la
souche sauvage et le mutant 4834FLIN bien que cette différence ne soit pas significative
(tableau 10). Aucune différence significative n’est observée entre les tailles des

populations des mutants et de la souche sauvage dans les lots de semences contaminés.

2.4 Discussion et conclusion

Une fois la construction des mutants validée, I’étude in vitro des dynamiques des
tailles des populations des souches mutées dans fliN, [’orf3 du cluster pig et rpfB a permis
de montrer que, conformément a ce qui était attendu, ces mutants ont un comportement
similaire a celui de la souche sauvage in vitro. De plus, "absence d’événements de
réversion in vitro de ces mutants confirme la stabilité de la construction. Il est a noter,
toutefois, que le phénotype attendu pour le mutant 4834FLIN : perte de mobilité
flagellaire n’a pu étre observé. Il serait important de confirmer, comme cela a été fait
pour les souches mutées dans les genes codant des adhésines, qu’aucun ARNm n’est
transcrit a partir du géne muté fliN.

Contrairement a ce qui a été montré pour d’autres pathogénes bactériens la
mutation d’un gene du cluster fli impliqué dans la mobilité flagellaire ne se traduit pas par
un colt de fitness notable pour X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R. Ainsi, les souches
non-mobiles car mutées dans le géne fliC de Erwinia amylovora, P. phaseolicola et P.
fluorescens, présentent une survie épiphyte réduite et une capacité réduite a causer
Uinfection (Tans-Kerten et al., 2001; Capdevila et al., 2004). Malgré Uutilisation de
différents couples d’amorces et de différentes conditions d’amplifications par PCR, le gene
fliC n’a pas pu étre amplifié chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R. La souche
4834FLIN de X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R muté dans le gene fIliN est trés peu
affectée dans sa capacité a adhérer aux surfaces biotiques et abiotiques. Elle provoque
autant de symptomes que la souche sauvage quelle que soit la concentration de
Uinoculum. Lors de la colonisation de la phyllosphére, le mutant semble légérement
affecté dans sa phase d’installation sur sa plante hote, mais ce retard est compensé tres
rapidement. Finalement, ce mutant est également capable de se transmettre plus

fréquemment que la souche sauvage aux graines de haricot.
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Les mutants de X. oryzae pv. oryzae dans !"orf3 du cluster pig sont caractérisés par
une absence de pigmentation. En effet, "orf3 du cluster pig est impliqué dans la synthese
de la xanthomonadine, pigment spécifique des Xanthomonas, de couleur jaune (Goel et
al., 2002) et la synthése d’EPS (ou xanthane) via un facteur diffusible : DF (Diffusible
Factor) (Poplawsky et Chun, 1998; Poplawsky et al., 1998). Le mutant 48340RF3 obtenu
chez X. fuscans subsp. fuscans présente également une absence de pigmentation mettant
en évidence le role de ce gene dans la synthése de xanthomonadine chez X. fuscans subsp.
fuscans.

Le mutant 48340RF3 est altéré dans ses capacités de colonisation du haricot. Il est
affecté dans sa capacité a provoquer des symptomes en présence d’un inoculum peu
concentré, ces différences disparaissent avec une concentration d’inoculation plus élevée.
Ce mutant est également affecté lors de la phase d’installation sur sa plante hote et se
transmet moins efficacement que la souche sauvage aux graines de haricot. Néanmoins un
tel mutant posseéde une capacité d’adhérer aux surfaces biotique et abiotique égale voir

supérieure a la souche sauvage.

Le gene rpfB est impliqué chez X. campestris pv. campestris dans la synthese du
facteur diffusible DSF (Diffusible Signaling Factor) régulant la production de xanthane et
d’enzymes extracellulaires (Poplawsky et al., 1998; Dow et al., 2003). Le mutant
4834RPFB de X. fuscans subsp. fuscans est apparu tres affecté dans sa capacité a adhérer
aux surfaces, mécanisme essentiel dans la formation des biofilms. Les mutants rpfB de X.
campestris pv. campestris sont caractérisés principalement par leur incapacité a former
des biofilms (Newman et al., 2004). Le pouvoir pathogéne de 4834RPFB n’est pas altéré
par rapport a celui de son parent mais il est affecté dans sa phase d’installation lors de la
colonisation de la phyllosphere. Enfin, le mutant 4834RPFB se transmet moins
fréquemment que la souche sauvage aux graines du haricot. Les effets de mutations dans
les genes du cluster rpf sur le pouvoir pathogene semblent tres variables selon les espéces
bactériennes et les genes considérés. Chez X. campestris pv. campestris 8004 des mutants
dans le gene rpfE provoquent moins de symptomes sur navet que la souche sauvage (Dow
et al., 2000). Au contraire, les mutants rpfF construits chez X. fastidiosa, agent pathogene
de la vigne, sont caractérisés par une hypervirulence sur plante hote se traduisant par
’apparition de symptomes significativement plus précoces et plus importants que ceux
provoqués par la souche sauvage de X. fastidiosa (Newman et al., 2004). En outre, chez X.
campestris pv. campestris, les souches mutées dans le géne rpfF montrent une diminution

importante de la virulence (Dow et al., 2003).
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La mutation de Uorf3 du cluster pig chez X. fuscans subsp. fuscans ne semble pas
altérer de facon durable sa capacité a coloniser la phyllosphére du haricot. Ceci différe
des résultats obtenus chez X. campestris pv. campestris chez qui la mutation de ce gene
diminue la survie épiphyte sur plante hote (Poplawsky et Chun, 1998; Poplawsky et al.,
2000). Cette diminution de la survie épiphyte a pour principale origine l'incapacité des
souches mutées dans le cluster pig a synthétiser la xanthomonadine et donc a se protéger
des dommages dus aux UV. Le spectre des lampes utilisées dans les chambres de culture
est adapté pour un développement optimal du haricot mais n’est peut-étre pas suffisant
pour étre létal sur une fraction élevée de la population de la souche 48340RF3. L’absence
de conséquences des mutations dans les genes des clusters pig et rpf sur la survie épiphyte
de X. fuscans subsp. fuscans pourrait étre, a contrario, expliquée par la capacité des
souches mutées a mettre en place des stratégies d’évitement leur permettant de s’adapter
aux conditions environnementales (Beattie et Lindow, 1999). Il pourrait s’agir, par
exemple, d’une internalisation dans des sites protégés de type cavité stomatique. Cette
hypothése est cohérente avec les résultats obtenus lors de la stérilisation de la surface
foliaire par des vapeurs de chloroforme. Il apparait 11 jours apres ’inoculation, que les
populations bactériennes ne sont plus sensibles a la stérilisation ce qui traduit soit leur
agrégation en biofilms soit leur internalisation.

La capacité des mutants pig et rpf de X. fuscans subsp. fuscans a former des
biofilms in vivo ne serait pas altérée. En effet, la dynamique des tailles des populations
solitaires et agrégées en biofilm est identique chez les souches mutées dans Uorf3 du
cluster pig, rpfB et la souche sauvage CFBP4834-R. De plus, la taille des populations
agrégées est stable au cours du temps chez toutes les souches testées, ce qui correspond
aux résultats déja observés chez X. fuscans subsp. fuscans (Jacques et al., 2005). Les
clusters pig et rpf étant tout deux impliqués dans la synthese du xanthane, une mutation
par insertion dans un géne d’un seul de ces clusters pourrait donc ne pas empécher

completement la synthese de xanthane et la formation de biofilms.
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Partie 3

Processus de colonisation des plantules de haricot, a
partir de graines contaminées, par des bactéries

pathogénes des plantes ou non pathogénes

Nous avons élucidé dans les deux parties précédentes le role de certains
mécanismes dans la colonisation de la phyllosphére pour ’établissement d’un inoculum
permettant sa dispersion et in fine la transmission des bactéries a la graine. Dans le cas
des bactéries transmises par les semences, la contamination de la plantule a partir de la
graine contaminée représente également une étape clé, point de départ de la colonisation
de U’hote.

Les semences représentent un habitat de survie et une importante réserve nutritive
pour les bactéries phytopathogenes (Gambodgi, 1983; Gitaitis et Walcott, 2007). La survie
et la multiplication de l’agent pathogene sont intimement liées a la survie de la semence
et a son environnement proche, la spermosphere. Quelle est la nature des relations entre
les bactéries et la semence lors des premieres étapes de la germination, avant
’émergence des feuilles vraies ? Nous avons vu précédemment que lors de la colonisation
de la phyllosphére et pour une voie au moins de transmission a la graine, une interaction
étroite s’établit précocement, et indépendamment de la survenue des symptomes, entre
une bactérie phytopathogene et une plante. Nous avons voulu vérifier si de telles
interactions se mettaient en place lors de la germination et de la colonisation de la
plantule entre l’agent pathogene et son hote sensible.

Nous avons couplé une étude populationnelle a une analyse des réactions de
défense de la plante par la quantification des activités péroxydase et glucanase lors de la
germination et du développement des plantules apres l’inoculation par infiltration des
graines de haricot avec les différents organismes de référence et quelques mutants du
SST3. L’étude populationnelle a été engagée des le début de ma thése et menée en
parallele des deux autres pendant la premiere année. Les premiers résultats obtenus ne
montraient pas de mise en place d’interactions entre les deux partenaires. Aussi, les
efforts se sont concentrés sur les deux autres parties de la theése. Finalement, le souhait
de valoriser ces premiers résultats nous a conduit a reprendre cette étude et a la

compléter par l’étude des réactions de défense de la plante.
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Ces résultats sont présentés sous la forme d’un article qui sera amendé et complété
avant d’étre soumis pour publication dans une revue du type « Molecular Plant-Microbe

interactions » dont nous avons suivi les recommandations aux auteurs.
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1.1 Abstract

Understanding the forces underlying the different steps of the epidemiological cycle is of
great interest to control plant diseases. In order to characterize colonization process of
seedlings by seedborne bacteria, we analyzed dynamics of bacterial population sizes and
induction of bean defense reactions for Xanthomonas fuscans subsp. fuscans (compatible
interaction) and its mutants in hrp genes, X. campestris pv. campestris (incompatible
interaction) and Escherichia coli (null interaction). Until 14 days after germination, every
type of bacterium was able to multiply on bean seedlings. No defense responses were
induced either in the incompatible interaction during seedling colonization or in other
situations as indicated by pathogenesis-related (PR) proteins, peroxidase (POX; EC
1.11.1.7) and B-1-3-glucanase (GLU; EC 3.2.1.6) activities. However as from 14 days after
germination, differences appeared in primary leaves: only X. fuscans subsp. fuscans
reached high population sizes (> 10® CFU/ml) and POX activity increased after inoculation
with X. campestris pv. campestris. These results indicated that colonization of seedlings
mostly relies on saprophytism and that specific interactions develop later on during

phyllosphere colonization.

Keywords: Non-host resistance, Type Three Secretion System (TTSS), Xanthomonas

axonopodis pv. phaseoli variant fuscans, common bacterial blight
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1.2 Introduction

Interactions between bacteria and plants leading to disease (basic compatibility;
Lindgren et al. 1986) are specific and rare events. Indeed plants have developed a lot of
defense strategies against pathogens, including non-host resistance (basic incompatibility;
Nirnberger and Lipka 2005). In addition to preformed physical or chemical barriers, plant
immune system is based on recognition of pathogen associated molecular patterns (PAMPs)
that activates defense responses (Nirnberger and Lipka 2005; Jones and Dangl 2006).
Several PAMPs of phytopathogenic bacteria have been evidenced like flagellin, LPS,
elongation factor (EF-Tu) or harpin (HrpZ) (Gomez-Gomez and Boller 2002; Mishina and
Zeier 2007; Nurnberger and Lipka 2005). In response to PAMPs, plants produce various
reactive oxygen species, phytoalexins, pathogenesis-related (PR) proteins, cell wall
reinforcements and express hypersensitive response, programmed cell death and systemic
acquired resistance (SAR) (Nurnberger and Lipka 2005; Mishina and Zeier 2007).

Most of gram negative plant pathogenic bacteria possess a type Ill secretion system
(TTSS) that is necessary for bacterial multiplication in host tissue and for expression of
disease symptoms in a compatible interaction (Lingren et al. 1986). The TTSS allows the
delivery of effectors directly in the plant host cytoplasm as it functions as an injectisome
anchored in bacterial cell membranes bridged via the pilus and the translocon in host cell
cytoplasm. Effectors lead to symptom development in compatible interaction (Mudgett
2005; Gurlebeck et al. 2006) as demonstrated for PthA in the development of citrus canker
caused by Xanthomonas citri subsp. citri (Brunnings and Gabriel 2003). Moreover, some
TTSS effectors are likely to contribute to suppress defense reactions of the plant (Jones
and Dangl 2006) like for example AvrPto of Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 in
Arabidopsis thaliana (Nomura et al. 2005).

Some determinants of bacterial colonization of host phyllosphere prior to -or
independent of symptom development have been elucidated; few information is however
available for germinating seeds and seedlings. During phyllosphere colonization, TTSS
effectors of X. axonopodis pv. vesicatoria (AvrBS1 to 4) play a key role in epiphytic fitness
and bacterial transmission in field (Wichman and Bergelson 2004). TTSS is necessary for
colonization of the bean phyllosphere by P. syringae pv. syringae (Hirano et al. 1999) and
by X. fuscans subsp. fuscans (Darsonval et al. submitted a) but not for its survival
(Darsonval et al. submitted a). Pathogenic bacteria have also developed lots of strategies
of protection against environmental stresses and lack of nutrients (Beattie and Lindow
1995; Danhorn and Fuqua 2007, Jacques et al. 2005). Germinating seeds release abundant

nutrients in the spermosphere that allow the diverse microbial community to multiply
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(Nelson 2004). The composition of seed exudates can influence growth dynamics of
microorganisms (Nelson 2004) and some tomato genotypes support or not Bacillus cereus
growth after seed inoculation (Simon et al. 2001). Hirano et al. (1999) reported similar
dynamics of population sizes for wild-type P. syringae pv. syringae and its hrp mutants in
bean germinating seeds and seedlings in field. Several bacterial determinants important
for seedling colonization have been identified in plant growth-promoting rhizobacteria
(PGPRs): different membrane and surface proteins of P. putida are involved in its
attachment to seeds; P. fluorescens genes implied in nutrient acquisition, especially
utilization of organic acids, are specifically expressed in the rhizosphere (Bloemberg and
Lugtenberg 2001).

X. fuscans subsp. fuscans (Schaad et al. 2005), formerly X. axonopodis pv. phaseoli
var. fuscans (Vauterin et al. 1995; 2000) is a seedborne bacterium responsible for common
bacterial blight of bean (Vidaver 1993). At germination time, seedborne X. fuscans subsp.
fuscans colonizes seedlings and this contamination requires a threshold of X. fuscans subsp.
fuscans population sizes of 10% to 10° CFU/seed to succeed (Weller and Seattler 1980;
Darrasse et al. 2007). The pathogen multiplies in the phyllosphere and colonizes both
endo- and epiphytic compartments of the plant (Jacques et al. 2005; Weller and Seattler
1980; Darsonval et al. submitted a). In the phyllosphere X. fuscans subsp. fuscans is able to
aggregate in biofilms that protect it against environmental stresses and constitute a
reservoir of inoculum (Jacques et al. 2005). Asymptomatic colonization of the bean
phyllosphere by X. fuscans subsp. fuscans is frequent under temperate climate, often
because of low relative humidity that does not favor bacterial multiplication (Jacques et
al. 2005; Darrasse et al. 2007). Under these conditions of low RH and with a low seedborne
inoculum (under 10° CFU/g of fresh weight) X. fuscans subsp. fuscans is able to colonize its
host and transmit to seeds in the absence of symptoms during the entire growing season of
bean (Darrasse et al. 2007). Vascular contamination of seeds and bacterial multiplication
in the phyllosphere are dependant on a functional TTSS. However a residual contamination
of bean seeds occuring by the floral pathway remains possible for X. fuscans subsp. fuscans
mutants altered in TTSS (Darsonval et al. submitted a). Master regulator of the TTSS,
HrpG, is involved in X. fuscans subsp. fuscans survival in the phyllosphere indicating that
HrpG-regulated genes are involved in phyllospheric bacterial survival. Furthermore a
mutant of X. fuscans subsp. fuscans in type IV pilus is impaired in its transmission and in its
attachment to bean seeds like several other mutants in genes coding non-fimbrial adhesins
(Darsonval et al. b).

In this paper we aimed to understand colonization process of germinating bean

seeds and seedlings by X. fuscans subsp. fuscans. We compared dynamics of bacterial
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population sizes in regard to plant defense reactions developed by the plant during
compatible, incompatible and null interactions. Role of TTSS in seedling colonization was
examined with the use of mutants in several hrp genes and adhesin coding genes

previously constructed (Darsonval et al. a and b).

1.3 Results

Bacterial multiplication in the spermosphere depends mainly on saprophytism
and does not require TTSS. In order to characterize bacterial molecular determinants of
bean seedling colonization, we first determined the colonization behavior of bacteria by
their dynamics of bacterial population sizes in compatible (X. fuscans subsp. fuscans on
bean), incompatible (X. campestris pv. campestris on bean) and null (Escherichia coli on
bean) interactions. Seeds were inoculated with 1x10° CFU/ml inoculum, and two hours
later population sizes of the different strains were similar, except those of E. coli C600
that were significantly (p<0.01) lower than the others (Fig. 1). Until 14 days after
germination, strain CFBP4834-R of X. fuscans subsp. fuscans did not multiply significantly
(p>0.05) better than strain ATCC33913 on bean seedlings (Fig. 1). Surprisingly,
multiplication of E. coli C600 allowed it to reach population sizes similar to those of
X. fuscans subsp. fuscans and X. campestris pv. campestris during that time lapse. These
behaviors were repeatedly monitored and similar results were also obtained when seeds
were inoculated with higher inoculum concentrations (data not shown).

Behavior of strains of X. fuscans subsp. fuscans mutated in hrp genes was also
studied. At any time until 14 days after germination, their population sizes were not

significantly different (p>0.05) from those of the wild-type CFBP4834-R on bean seedlings
(Fig. 1).

Measurements of enzymatic activities reveal that defense responses are not
induced in seedlings whatever the type of interaction. In order to verify if the previously
observed similar dynamics of population sizes of the different bacterial strains on seedlings
were correlated with a lack of defense responses of the plant at this phenological stage,
we compared enzymatic activity of two pathogenesis-related (PR) proteins, peroxidase
(POX; EC 1.11.1.7) and B-1-3-glucanase (GLU; EC 3.2.1.6), in seedlings. Seeds were
inoculated with 1x10” CFU/ml X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R, X. campestris pv.
campestris ATCC33913 and E. coli C600. Mutants (4834HRCR, 4834HRPG and 33913HRCU)
of X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R and X. campestris pv. campestris ATCC33913 in
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Fig. 2. B-1,3-glucanase (GLU) and peroxidase (POX) activities in protein extracts from bean seedlings
and primary leaves after seed infiltration at day 0 with different bacterial strains. Seeds were vacuum
infiltrated with distilled water (control), with 1x107 CFU/ml inoculums of X. fuscans subsp. fuscans
strains CFBP4834-R, 4834HRCR and 4834HRPG, X. campestris pv. campestris strains ATCC33913,, and
33913HRCU and E. coli C600 and with acidbenzolar-S-methyl (Bion, 40 mg/l) as a positive control.
Means and SEM were calculated on two repeats. Each repeat contained two replicates of bulks of 3 to 8
seedlings or bulk of fragments of primary leaves from 3 plants per treatment and per sampling date.



hrp regulatory gene (hrpG) and in structural genes (hrcR and hrcU) were added as were
the two controls: acibenzolar-S-methyl and water. No significant (p>0.05) differences in
POX and GLU activities were observed in seedlings among samples treated with different
strains until 14 days after germination (Fig. 2).

When leaves of two weeks-old plants were infiltrated with the different
treatments, POX activity, detected two days later, was significantly higher (p<0.01) for
plants in an incompatible interaction, i.e. faced to X. campestris pv. campestris than in a
compatible interaction i.e. faced to X. fuscans subsp. fuscans (Fig. 3). In these conditions
POX activities of plants inoculated with mutants of X. campestris pv. campestris and
X. fuscans subsp. fuscans in hrp genes were not significantly different (p>0.05) from POX

activities after inoculation with their respective wild type strains (Fig. 3).

E. coli C600 is impaired in its adhesion capacities on bean seeds but not on
polypropylene. To understand why E. coli C600 was significantly less abundant on seeds
than xanthomonads two hours after inoculation, we tested its adhesion capacities on bean
seeds in comparison to different bacterial strains. Adhesion capacities tested in seed
columns were not significantly different (p>0.05) among a set of strains composed of a
mutant of X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R,in adhesin gene (4834YAPH2),
X. campestris pv. campestris ATCC33913 and E. coli C600 (Fig. 4). However, their adhesion
capacities were significantly lower (p<0.05) than that of X. fuscans subsp. fuscans
CFBP4834-R. Mutants of X. fuscans subsp. fuscans in hrp genes were more or less impaired
in their adhesion capacities on seeds compared to the wild type strain (Fig. 4).

To confirm that this alteration in E. coli C600 adhesion capacities observed on bean
seeds was not linked to a general lack in adhesion capacities of this strain we tested its
adhesion capacities on polypropylene surface with a crystal violet incorporation assay.
Strain E. coli C600 adhered significantly (p>0.05) more on this material than all other
tested strains: X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R and its hrpG, hrcR, yapH2 mutants
(4834HRPG, 4834HRCR and 4834YAPH2), and X. campestris pv. campestris ATCC33913 (Fig.
5). This test confirmed that E. coli C600 was not globally deficient in its adhesion

capacities.

1.4 Discussion

In this work we showed that bacteria could colonize germinating seeds and

seedlings with similar population sizes whatever the interaction they develop: compatible
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Fig. 3. Peroxidase (POX) activities in protein
extracts from bean primary leaves of two
weeks-old plants inoculated with different
bacterial strains. Inoculums of 1x10” CFU/ml of
X. fuscans subsp. fuscans strains CFBP4834-R
and 4834HRCR, X. campestris pv. campestris
strains ATCC33913 and 33913HRCU and distilled
water as negative control were vacuum
infiltrated in primary leaves. POX activities
were assayed 2 days after inoculation. Means
and SEM were calculated on two repeats. Each
repeat contained two replicates of primary
leaves per treatment and per sampling date.
Means POX activities followed by different
letters are significantly (p<0.05) different on
the basis of Mann-Whitney test.

Fig. 4. Adhesion capacities of bacterial
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strains on bean seeds. X. fuscans subsp.
fuscans strains CFB4834-R, 4834HRCR,
4834HRPG and 4834YAPH2, X. campestris
pv. campestris ATCC33913 and E. coli C600
suspensions at 1x10° CFU/ml were
incubated during 2 h with bean seeds. Bars
represent the ratio of the number of
attached cells on seeds (#Ac) versus the
number of inoculated cells (#Ic). Mean and
SEM were calculated on three samples per
treatment. Mean population sizes followed
by different letters are significantly

(p<0.05) different on the basis of Mann-
Whitney test.

Fig. 5. Adhesion capacities of bacterial
strains on polypropylene surface. X. fuscans
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subsp. fuscans strains CFB4834-R,s
4834HRCR, 4834HRPG and 4834YAPH2,
X. campestris pv. campestris ATCC33913
and E. coli C600 were cultured three days
at 28°C under static conditions in
polypropylene  microtiter plates from
inoculum at 5x10°> CFU/ml. Crystal violet-
stained surface-attached cells were
quantified by solubilizing the dye absorbed
by adherent «cells, after removal of

suspensions, in ethanol and determining the
optical density at 600 nm. Means and SEM
were calculated on 2 independent repeats.
Each repeat contained three replicates per
treatment. Different letters refers to
significantly different values based on a
Mann-Whitney test.



(bean faced to X. fuscans subsp. fuscans), incompatible (bean faced to X. campestris pv.
campestris) or null (bean faced to E. coli). This was observed from inoculation time on
seeds until seedlings reached the age of 14 days. This apparent absence of molecular
dialogue between bacteria and plant seedling was confirmed with the analysis of
population sizes of plant pathogenic bacterial mutants in TTSS. This was observed both for
mutants in structural and regulatory hrp genes of X. fuscans subsp. fuscans and in
structural hrp genes of X. campestris pv. campestris. In a previous work (Darsonval et al.
submitted a) we showed that E. coli and X. fuscans subsp. fuscans with a mutation in the
regulatory hrpG gene were impaired in their survival on bean leaf surface and that
X. campestris pv. campestris and X. fuscans subsp. fuscans strains with mutations in
structural hrp genes are able to survive in the phyllosphere but are significantly impaired
in their multiplication in this environment.

Colonization of germinating seeds and seedlings by bacteria did not require a
functional TTSS and did not depend on a compatible interaction until 14 days. Abundant
nutrients are released by germinating seeds and seedlings (Nelson, 2004). As hrp genes are
not induced in rich medium (Valls et al. 2006), it is not surprising that mutants in hrp
genes did not show a phenotype differing from that of the wild type strains in seedlings. In
the phyllosphere where nutrients are in limiting quantities (Mercier and Lindow 2000),
X. fuscans subsp. fuscans hrp mutants, particularly hrpG mutant, are impaired in their
multiplication (Darsonval et al. submitted a). This observation is coherent with
carbohydrate scavenging through TonB-dependent receptors that was demonstrated to be
under the regulation of hrpG in X. campestris pv. campestris (Blanvillain et al. 2007).

In a rich medium phytopathogenic bacteria behave like saprophytes (Valls et al.
2006). This could explain why no defense reactions were induced in bean seedlings by
X. campestris pv. campestris strain ATCC33913. Indeed, absence of defense reaction
induction by X. campestris pv. campestris in bean seedlings could be due to the absence of
attack of plant cells by the bacteria and consequently the absence of recognition of the
bacteria by the plant. Moreover, it has always been argued that seedborne bacteria and
especially xanthomonads colonizes the surface of seedlings and have no endophytic
development (Gilbertson and Maxwell 1992). This localization limits necessarily contacts
between bacteria and plant cells and hence bacterial PAMPs recognition.

Peroxydase and B-1,3-glucanase activities assayed as markers of plant defense
reactions confirmed that no defense reactions were induced by X. campestris pv.
campestris in bean seedlings (incompatible interaction). Absence of induction of defense
reactions could alternatively be a consequence of low levels of inducible and basal

resistances in young seedling tissues. Young tissues of plants are often less resistant to
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diseases than older ones (Jacques 1996) and age-related resistance has been described in
Arabidopsis thaliana against Pseudomonas syringae pv. tomato (Rusterrucci et al. 2005)
and P. viridiflava (Goss and Bergelson 2006). However in some interactions, seedlings are
more resistant than mature plants as shown for clover and leaf scorch (Chandrashekar and
Halloran 1991). There are several examples of induced defense responses in seedlings by
the treatment of seeds with the plant defense activator acibenzolar-S-methyl. Resistance
in seven days-old seedlings of cowpea was induced by acibenzolar-S-methyl against
Colletotrichum destructivum (Latunde-Dada and Lucas 2001). Defense response activation
was also monitored from three to five days after germination in melon (Buzi et al. 2004).
In our experiments, peroxydase and B-1,3-glucanase activities were higher in seedlings
that were treated with acibenzolar-S-methyl than in negative control indicating that
defense can be induced in bean seedlings. It is different from the case of flowers that are
supposed to lack inducible defense responses (Ngugi and Scherm 2006).

Molecular mechanisms underlying activation of plant defense responses depend on
the type of pathogen (biotrophic or necrotrophic) (Glazebrook 2005) and on the type of
interaction, non-host or gene-for-gene resistance (Jones and Dangl 2006). In this paper we
addressed the non-host resistance that uses transmembrane pattern recognition receptors
(PRRs) that respond to pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) (Jones and Dangl
2006). In Gram negative bacteria PAMPs, considered as general elicitors, include flagellin,
lipopolysaccharides (LPS) and elongation factor Tu (EF-Tu) (Mishina and Zeier 2007). PAMPs
are generally considered to correspond to slowly evolving patterns, and to be conserved
among bacteria of the same class (Nurnberger and Lipka 2005). In a compatible interaction
pathogenic bacteria are supposed to be able to suppress defense responses induced by
PAMPs by the way of TTSS effectors (Nomura et al. 2005; Mishina and Zeier 2007). It is
interesting to note that in our work X. campestris pv. campestris and its hrp mutant
induced similar levels of defense reactions in bean leaves, confirming that PAMPs and not
TTSS effectors induced the non-host resistance. X. fuscans subsp. fuscans strain mutated in
hrcR gene did not induce increased levels of POX activity in bean leaves compared to the
wild type strain. This result strongly suggests that X. fuscans subsp. fuscans does not
suppress host defense reactions by the way of TTSS effectors. PAMPs of X. fuscans subsp.
fuscans were not recognized because they were masked or because they did not induce
defense reaction in bean leaves whereas those of X. campestris pv. campestris did. In this
second hypothesis, PAMPs would be different between X. campestris pv. campestris and
X. fuscans subsp. fuscans thus not conserved at the level of the genus. Evidences are
needed to validate this proposal as it could play an important role in host specificity inside

this group of pathogens.
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Attachment to seeds represents a key step for the introduction of bacteria into the
rhizosphere (Danhorm and Fuqua 2007) and would represent an advantage for seedborne
pathogens. X. fuscans subsp. fuscans has strong capacities of attachment to seeds compare
to E. coli C600. We however confirmed that this strain was not globally deficient in
adhesion capacities by using an adhesion assay on polypropylene. This apolar surface was
shown to be particularly well suited to show slight differences in adhesion capacities
among Pseudomonas fluoresens mutants (O'Toole and Kolter 1998). Other strains of E. coli
and Salmonella enterica, which are human pathogens, are reported to be very difficult to
remove from alfalfa and mung bean seeds (Danhorn and Fuqua 2007, Singh et al. 2005).
These differences could be due to different patterns of surface structures among strains of
E. coli or to different qualities of seed coat surface requiring different adhesion
mechanisms. We previously showed that X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R produces at
least six adhesins some of which are involved in attachment to seeds and/or are important

for in planta transmission to bean seeds (Darsonval et al. submitted b).

In conclusion, nutrients being available in sufficient amounts on germinating seeds
and seedlings, bacteria do not need to set up a molecular dialogue with the plant to
multiply. Specific interactions between X. fuscans subsp. fuscans and bean take place later
on during colonization of the phyllosphere when nutrient availability is limiting for
bacterial multiplication. Mechanisms involved in spermosphere and seedling colonization
are certainly highly conserved among bacteria and concerns basic behavior as attachment,
protection against xenobiotics and toxins and an adapted carbohydrate metabolism to

metabolites released by the specified plant.

1.5 Materials and Methods

Bacterial strains, plasmids and growth conditions. The bacterial strains used in
this study are described in Table 1. Xanthomonads strains were grown at 28°C in 10% TSA
medium (1.7 g/l tryptone, 0.3 g/l soybean peptone, 0.25 g/l glucose, 0.5 g/l NaCl, 0.5 g/l
K;HPO, and 15 g/l agar) supplemented with the appropriate antibiotics. Escherichia coli
cells were cultivated at 37°C in Luria Bertani medium (10 g/l tryptone, 5 g/l yeast extract,
5 g/l NaCl, 15 g/l agar) and for in planta studies on 100% TSA medium (17 g/l tryptone,
3 g/l soybean peptone, 2.5g/l glucose, 5g/l NaCl, 5g/l K,HPO, and 15 g/l agar)
supplemented with rifamycin. Antibiotics were used at the following final concentrations:

rifamycin (R): 50 mg/l; kanamycin (Km): 25 mg/l; rifampicin (Rif): 50 mg/l and
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chloramphenicol (Cm): 12.5 mg/l. For in planta studies media were supplemented with
50 mg/l cycloheximide and 10 mg/l propiconazole to inhibit fungal growth. To prepare
inocula, strains were grown 48 h in appropriate media supplemented with appropriate
antibiotics. Bacterial cells were scraped from agar plates and suspended in sterile distilled
water. Suspensions were calibrated to 1x10® CFU/ml and adjusted to the desired final

concentrations with sterile distilled water.

Plant material. In planta experiments were conducted with a susceptible variety of
dry bean (P. vulgaris cv. Flavert). Seeds were provided by Vilmorin and were considered to
be free of X. fuscans subsp. fuscans following the analysis of about 100,000 seeds per lot
with standard tests (International Seed Testing Association, 2007). When necessary, seeds
were incubated in sterile germination boxes (17.5x11.5x15.5 c¢cm) on moistened sterile
paper in growth chambers at 25°C for 48 hours under 16 h of light at 25°C and 8 h of
darkness at 22°C and under high (95%) relative humidity (RH). Seedlings were transplanted
under the same environmental conditions in 10x10x18 cm pots (1 seed per pot) containing
soil substrate (Neuhaus humin substrat S NF 11-44-551, Proveg, La Rochelle, France) in

growth chambers. Plants were watered three times per week.

Bean inoculations. Seeds were vacuum (Samplatec Corp. Japan) infiltrated by
soaking in 2 ml inoculum/seed during 30 min. Vacuum was then applied for 3 min. Seeds
were dried for 2 hours in a sterile environment at room temperature. Plants were vacuum
infiltrated by soaking in 500 ml inoculum/plant and applying vacuum for 3 min. Plants
were dried for 2 hours at room temperature. Plant inoculations were carried out under
quarantine at UMR PaVé, Centre INRA, Beaucouzé, France. To avoid cross-contaminations
during plant growing time lapse, plants receiving a similar treatment were grouped in
growth chamber and were separated by polypropylene curtains from other treatments
resulting in highly homogeneous conditions in growth chamber among treatments.
Treatments were randomly distributed in each repetition. Two to five samples were

analyzed per treatment and per sampling date. Experiments were repeated at least twice.

Monitoring bacterial population sizes. To quantify bacterial population sizes seeds
were soaked in 2 ml of sterile distilled water per g of seeds or per seed for individual
analyses overnight at 4°C. Then samples were shaken with a vortex for 30 s at maximal
speed three times. Seedlings and leaf samples were weighed and ground (Stomacher 80;
Seward, London, United Kingdom) individually for 2 min at maximum power in 5 ml of

distilled water. Every sample and appropriate dilutions were spiral plated (Spiral Biotech,
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Bethesda, MD) on selective medium to quantify the inoculated strain. Samples from control

plants were plated on 100% TSA to quantify bacterial indigenous population sizes.

Assays for peroxidase and glucanase activities. Enzymes were extracted as
described in Venisse and associates (2002) by grinding 800 mg to 1000 mg of plant material
into 5 ml of 50 mM sodium acetate buffer (pH 5.5) containing 1 mM polyethyleneglycol, 1
mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 8% (wt/vol) polyvinylpyrolidone and 0.01% (vol/vol)
triton X-100. Homogenates were centrifuged at 16,000xg at 4°C for 20 min and
supernatants were centrifuged at 10,000xg at 4°C for 10 min. POX activity was determined
according to the method of Chance and Maehly (1955) and were expressed in pmoles
(tetraguaiacol)/mg proteins/min. GLU activity was assayed according to the method of
Wirth and Wolf (1992) modified by Venisse et al. (2002) and calculated from the difference
of absorbance at 600 nm between the sample incubated 45 min at 37°C and the sample
not incubated. Protein content in crude enzyme extracts was determined according to the
method of Bradford (1976) using Coomassie Protein Assay Reagent (Pierce, Rockford, Il,
U.S.A.).

All experiments were performed with two samples of plant material each
constituted by bulks of 3 to 8 seedlings or bulk of fragments of primary leaves from 3
plants. Two replicates of every sample were analyzed at each sampling date per

treatment.

Bacterial adhesion to bean seeds. Bacterial adhesion to bean seeds was tested as
previously described (Darsonval et al. submitted b). Briefly columns were filled with 6 g of
bean seeds and fully saturated with 12 ml of inoculum at 1x10° CFU/ml. Inoculum was
removed after a contact time between the culture and the seeds of 2 hours. Seeds in
columns were washed twice with 12 ml of distilled water. Bacterial population sizes
adherent on seeds were monitored by seed maceration. The ratio #Ac (number of attached
cells) / #lc (number of inoculated cells) indicated irreversible adhesion capacities
(Espinosa-Urgel et al. 2000). Experiments were repeated at least twice with three samples

per treatment.

Bacterial adhesion to polypropylene. Bacterial adhesion under static conditions
was quantified by a crystal violet incorporation assay with 96-well polypropylene microtiter
plates (Microwell, Nunc, Denmark) using the method of O'Toole and Kolter (1998) modified
by Darsonval et al. (b). Three wells per strain were fulfilled with 200 ul MME minimal

medium and inoculated with 1:20 dilutions of inoculums calibrated at 1x10” CFU ml".
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Plates were incubated at 28°C for 3 days. Bacterial growth was confirmed by measuring
the ODgo using the pQuant™ platewell reader (Bio-Tek Instruments, Inc., USA) of the
supernatants. To quantify surface-attached bacteria, surface-attached cells in wells were
stained for 15 min at room temperature with 200 pl per well of a 1% (wt:vol) crystal violet
(CV) solution. Then CV solution was discarded and the wells thoroughly washed with
distilled water. Finally the dye incorporated in attached cells was solubilized in 200 pl of
95% ethanol per well and the ODgo were determined in the microplate reader. These tests

were repeated at least twice for every bacterial strain.

Statistical analyses. Statistical analyses were performed using Statview®. 5.0 (SAS
Institute. Incorporated, Cary USA). Data expressed as means of Log10-transformed
population sizes or means of enzymatic activities (x SEM were analyzed with Mann-Whitney
U tests (Sokal and Rohlf 1969).
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Discussion générale et perspectives

La proposition de nouvelles méthodes de lutte dirigées contre les phytobactérioses
transmises par les semences passe par une meilleure connaissance du développement de
’agent pathogéene lors des différentes étapes clés de la colonisation de ’hote. Ces étapes
clés sont la contamination de la plantule a partir de la semence contaminée, la
colonisation de la phyllosphére, ainsi que la transmission du pathogene aux graines. Les
études réalisées au cours de cette thése avaient pour objectif initial d’identifier et de
caractériser des mécanismes impliqués dans ces étapes clés pour le pathosystéme
X. fuscans subsp. fuscans - haricot. Les déterminants moléculaires impliqués dans ces
étapes étaient alors partiellement méconnus, certainement a cause de contraintes
méthodologiques fortes (quel que soit le modele biologique retenu) : absence de bio-test
rapide et facile a mettre en ceuvre car le caractere est quantitatif, nécessité de manipuler
de grandes quantités de plantes sur de longues durées pour la transmission a la graine et
réponse de type quantitative passant par des quantifications de populations bactériennes
et des dénombrements d’organes contaminés. Les différents travaux de recherche
présentés dans cette these ont été menés selon une démarche avec a priori sur la base des
connaissances générales concernant les déterminants de la colonisation d’une plante par

les bactéries.

1. Etude de comportements bactériens de référence lors

des différentes étapes de colonisation du haricot

Dans la spermosphere du haricot, le comportement des souches choisies pour
représenter des situations types: compatible (X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R),
incompatible (X. campestris pv. campestris ATCC33913) et nulle (E. coli EC600) n’est pas
différencié. Les dynamiques des tailles des différentes populations bactériennes ne sont
pas différentes et l’on note l’absence d’activation des réactions de défense (péroxydases
et glucanase) de la plante. Les graines en germination larguent des nutriments en
abondance et leur disponibilité contribue a faire de la spermosphére un environnement
favorable a la multiplication bactérienne (Nelson, 2004). Les bactéries n’ont ainsi pas de
nécessité de mettre en place un dialogue moléculaire coliteux avec la plante pour

s’approvisionner en sources de carbone et d’azote comme peut le prouver ’absence
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d’expression de genes hrp en milieu riche, genes clés impliqués dans le dialogue
moléculaire (Schulte et Bonas, 1992; Tsuge et al., 2002; Zou et al., 2006).

L’absence d’activation des réactions de défense du haricot par les bactéries
phytopathogenes lors de la colonisation de la spermosphere et des plantules pose trois
questions : (i) des réactions de défense ne seraient-elles pas inductibles lors de ce stade
phénologique ou alors d’un niveau tres faible ? (ii) les bactéries développeraient-elles des
mécanismes contrariant leur reconnaissance par le systeme de défense de la plante ? ou
(iii) aucun contact ne s’établirait avec la plante qui ne percevrait pas la présence des
bactéries ? Nos résultats nous conduisent a penser que ces trois explications ne sont pas
mutuellement exclusives. En effet, les niveaux d’expression des activités peroxydase et
glucanase sont induits dans les jeunes plantules par un éliciteur des réactions de défense :
le Bion. Leur niveau est par contre bas par rapport a ce qui est dosé dans les feuilles. Dans
les feuilles de haricot, le niveau d’expression face a X. campestris pv. campestris est
comparable a celui quantifié dans les feuilles de pommier résistantes a Erwinia amylovora
souche agressive en situation incompatible (Venisse et al., 2002). La non-induction des
réactions de défense dans la plantule de haricot nous semble consécutive a la non-
reconnaissance des pathogenes bactériens. Ils se comportent tres probablement en
saprophytes a la surface des organes, l’abondance en nutriments lors de la germination
(Nelson, 2004) induisant ce mode de vie chez les bactéries (Valls et al., 2006).

Un comportement contrasté entre les différentes souches de référence se met en
place plus tardivement lors de U’expansion des cataphylles. La colonisation active de la
plante caractérisée par une importante multiplication dans la phyllosphere et des
fréquences élevées de transmission aux semences est alors caractéristique de l’interaction
compatible entre une bactérie phytopathogene (X. fuscans subsp. fuscans) et sa plante
hote sensible (le flageolet de variété Flavert). Néanmoins, X. campestris pv campestris en
interaction incompatible avec le haricot peut survivre dans sa phyllosphere, s’y disperser
et méme se transmettre aux graines, a des fréquences faibles et avec des populations de
taille réduite. Des réactions de défense sont alors induites dans la phyllosphére comme
observé suite aux infiltrations des cataphylles par X. campestris pv campestris montrant la
spécificité de ces réactions de défense. L’induction de ces réactions de défense aprés
infiltration de X. campestris pv campestris dans les feuilles est un argument
supplémentaire permettant d’expliquer la localisation pratiguement exclusivement
épiphyte de cet organisme dans la phyllosphére. La transmission a la graine de cet
organisme opere sans doute également exclusivement par l’intermédiaire des pieces
florales et non par la voie vasculaire. Cette hypothese est soutenue par une absence

supposée de défenses inductibles dans ces organes (Ngugi et Scherm, 2006). De plus, le
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style pourrait faciliter ’acces des bactéries a l’ovaire sans qu’elles n’entrent en contact
avec les cellules végétales. L’ensemble style-stigmate a d’ailleurs été assimilé a une
blessure par laquelle les pathogenes peuvent facilement entrer (Maude, 1996; Ngugi et
Scherm, 2006).

La souche C600 de E. coli est incapable de s’installer dans la phyllosphere du
haricot. Ses populations y disparaissent rapidement prévenant toute dispersion ultérieure
et transmission aux graines. Cette souche C600 de E. coli dérivant de la lignée K-12 est une
souche non pathogene dépourvue de ’ensemble des genes de virulence de E. coli (Kuhnert
et al., 1995). Nous avons utilisé cette souche dans cet environnement pour représenter
une situation extréme de compléte inadaptation. Ainsi dans la phyllosphere, le
comportement obtenu correspondait bien au comportement attendu. En revanche, dans la
spermosphere son comportement, similaire a celui de X. fuscans subsp. fuscans et X.
campestris pv campestris, n’en a paru que plus surprenant. Il est ainsi probable que
’abondance de nutriments soit le parametre majeur expliquant l’absence de différences

de tailles de populations entre les différents organismes testés.

2. Role des différents déterminants moléculaires ciblés dans
la colonisation de la spermosphére et de Ila

phyllosphére

Pendant les 10 premiers jours qui suivent la germination des graines nous avons mis
en évidence que des souches de X. fuscans subsp. fuscans mutées dans un gene de
structure du SST3 (hrcR) ou dans un gene de régulation (hrpG) étaient capables de se
développer de facon similaire a la souche sauvage. Ces résultats viennent corroborer les
observations faites sur P. syringae pv. syringae B728a par Hirano et ses collaborateurs
(1999). Dans leur étude, des souches mutées dans des genes de structure du SST3 (hrcJ et
hrcR) sont tout a fait capables de coloniser les graines en germination et les plantules de
haricots au champ avec des tailles de populations similaires a celles observées pour la
souche sauvage (Hirano et al., 1999).

La mutation unique de différents genes hrp/hrc chez X. fuscans subsp. fuscans a
permis de montrer que ce sont des déterminants moléculaires essentiels de la colonisation
asymptomatique de la phyllosphére du haricot. Des mutants des protéines de structure du
SST3, du translocon ainsi que du pilus hrp survivent essentiellement de maniere épiphyte

dans la phyllosphére. La fonctionnalité des genes de régulation hrpG et hrpX est nécessaire
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a la survie de l’agent pathogene lors de la colonisation de la phyllosphere. Hirano et ses
collaborateurs (1999) ont montré une implication similaire du SST3 chez P. syringae pv.
syringae lors de la colonisation de la phyllosphere du haricot. Des mutants altérés dans les
genes hrpJ et hrcC présentent des tailles de populations significativement plus basses que
celles de la souche sauvage sur haricots en plein-champ.

Le SST3 permet la sécrétion de protéines effectrices dans les cellules de la plante
hote. Certains effecteurs ont un réle avéré dans la fitness des bactéries in planta : c’est le
cas de AvrBs1, AvrBs2, AvrBs3 et AvrBs4 de X. axonopodis pv. vesicatoria (Wichmann et
Bergelson, 2004; Wichmann et al., 2005). Nous avons testé le role de deux effecteurs du
SST3 (AvrBs2 et AvrBs3) dans la fitness de X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R sur le
haricot. La mutation individuelle d’un homologue du géne avrBs2 et d’un homologue d’un
gene de la famille avrBs3 chez X. fuscans subsp. fuscans n’a pas eu de répercussion ni sur
la multiplication in planta, ni sur la dispersion du pathogene dans la phyllosphéere ou sa
transmission aux graines. Plusieurs exemplaires du géne avrBs3 sont présents chez
X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-R, permettant sans doute de compenser la perte de
fonctionnalité de l'un de ces genes par la présence des autres alleles (Roden et al., 2004,
Wichmann et Bergelson, 2004). Aussi, il faudrait envisager de cumuler les mutations dans
ces effecteurs du SST3 afin de déterminer leur contribution dans la fitness in planta. Dans
le pathosystéme utilisé dans notre étude (X. fuscans subsp. fuscans/haricot) la colonisation
est a la fois épiphyte, endophyte mais également vasculaire, ce qui différencie notre
pathosystéme de celui utilisé par Wichmann et Bergelson (2004) (X. axonopodis pv.
vesicatoria/poivron) dans lequel la colonisation est limitée aux parenchymes. Une étude
populationnelle associée a des travaux d’histopathologie permettrait d’évaluer le réle des
effecteurs dans la spécificité tissulaire. Il faut également envisager |’absence de
fonctionnalité de chacun de ces deux effecteurs chez X. fuscans subsp. fuscans CFBP4834-
R. Il a été récemment montré que de nombreux genes d’avirulence ne sont pas
fonctionnels chez les trois souches de Pseudomonas syringae aux génomes séquencés
(Lindeberg et al., 2006). En étendant la recherche d’effecteurs du SSTT dans la souche
CFBP4834-R de X. fuscans subsp. fuscans sur la base d’un répertoire de 30 génes
d’effecteurs identifiés chez les Xanthomonas spp., il s’avere que cette souche comporte
au moins 13 genes codant des effecteurs du SST3 appartenant a des familles tres
différentes (Hajri et al., 2008). Leur fonctionnalité est a ce jour inconnue.

Il est envisageable de cumuler des mutations avec la technique Cre-Lox. En
construisant un mutant délété dans le gene pilA nous avons adapté la technique Cre-Lox a
X. fuscans subsp. fuscans. Cette technique a été mise au point chez deux bactéries a Gram

négatif phylogénétiquement éloignées : Methylobacterium extorquens AM1 (une a-
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protéobactérie) et Burkholderia fungorum (une B-protéobactérie) (Marx et Lidstrom, 2002)
puis a été utilisée avec succes chez Ralstonia solanacearum (Genin et al., 2005; Angot et
al., 2006)) et X. campestris pv. campestris (Blanvillain et al., 2007). Néanmoins, cette
technique présente quelques limites dont celle de nécessiter la séquence des régions
flanquantes dans le cas de petits genes. Il est en effet nécessaire de cloner dans un
vecteur de grands fragments (de U’ordre de 600 pb) en amont et en aval du fragment que
on souhaite exciser afin d’optimiser la double recombinaison homologue aboutissant a
Uexcision du fragment d’intérét. De plus, la délétion de la séquence d’intérét laisse la
place a quelques nucléotides provenant des sites loxP. Il s’avére que ces nucléotides
restant s’accumulent en méme temps que s’accumulent les mutations ce qui peut
entrainer des réarrangements aprés un certain nombre de mutations dans une méme
souche (Genin, comm. pers.).

Le cumul des mutations dans les genes d’avirulence présents chez X. fuscans subsp.
fuscans passe bien évidemment par une identification de ces effecteurs. La recherche de
protéines effectrices peut étre envisagée selon la démarche développée par Roden et ses
collaborateurs (2004) chez X. axonopodis pv. vesicatoria. Ils ont construit une banque
d’insertion avec un mini-transposon dans lequel se trouve le geéne codant pour la protéine
AvrBs2 tronquée de son signal de translocation. Ils ont ensuite criblé les clones sur poivron
résistant porteur du gene Bs2. Seules les fusions protéiques intégrant un signal de
translocation dépendant du SST3 provoqueront une HR sur poivron marquant ainsi la
présence d’un effecteur de type 3. Les auteurs ont ainsi repéré sept effecteurs, ce qui ne
représente pas la totalité des effecteurs présents dans cette souche. De méme, chez
Pseudomonas syringae pv. maculicola ’utilisation d’une technologie similaire utilisant la
protéine AvrRpt2 a permis d’identifier 13 effecteurs potentiels (Guttman et al., 2002).
L’identification d’effecteurs chez X. fuscans subsp. fuscans peut aussi étre entreprise par
la recherche de génes candidats par PCR grace a des amorces consensus. Ce travail est
cours dans ’équipe d’accueil est constitue le travail de these d’Ahmed Hajri. D’autres
méthodes bioinformatiques basées sur la recherche de séquences promotrices (Hrp;-Box ou
PIP-Box) pourront étre envisagées dés que la séquence complete du génome de X. fuscans
subsp. fuscans sera disponible (courant 2008).

Les mécanismes régulés par les génes hrpG et hrpX sont indispensables a la survie
de X. fuscans subsp. fuscans dans la phyllosphere. Chez certains organismes d’autres
fonctions que la régulation du SST3 par le géne hrpG ont été identifiées. La protéine HrpG
régule la production d’enzymes de dégradation de la paroi cellulaire végétale, la
production de phytohormones, [’adhésion et bien d’autres fonctions chez R. solanacearum

(Valls et al., 2006). Cette régulation de la fonction d’adhésion a aussi été mise en
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évidence chez X. axonopodis pv. vesicatoria pour lequel HrpG régule XadA, une protéine
d’adhésion non-fibrilllaire (Noel et al., 2001). Chez E. amylovora c’est la mobilité qui est
régulée par HrpG (Cesbron et al., 2006).

Nous avons détecté et muté six adhésines chez X. fuscans subsp. fuscans : PilA,
FhaB1, FhaB2, XadA1, XadA2 et YapH2. La mutation unique de ces genes a montré qu’ils
sont bien impliqués individuellement dans les mécanismes d’adhésion aux surfaces
biotiques et/ou abiotiques. Les genes yapH2 et pilA sont les plus importants a cet égard.
L’analyse du phénotype in planta des différents mutants est réalisée dans des conditions
de stress hydrique. En effet, "humidité relative de U’air est descendue a 50% des 48h apres
Uinoculation. Le maintien initial des plantes inoculées sous une HR élevée (95%) est
nécessaire a linstallation de la souche sauvage dans la phyllosphére, mais le stress
hydrique appliqué ensuite permet de contraster les comportements (Darsonval et al.,
2005). Globalement, la mutation individuelle de ces adhésines n’altére pas la capacité de
colonisation de la phyllosphére par la bactérie sauf en ce qui concerne le mutant yapH2
incapable de résister a un xénobiotique. L’adhésion des bactéries aux surfaces et
’agrégation des bactéries entre elles sont des mécanismes impliqués dans les étapes de
formation des biofilms qui conférent une importante protection aux bactéries face aux
stress environnementaux (Jacques et al., 2005). Il serait intéressant de vérifier les
capacités d’adhésion de ces mutants aux surfaces foliaires comme cela a été effectué pour
X. citri subsp. citri lors de la colonisation des feuilles de citronnier a 'aide de la
quantification des cellules adhérentes par le dosage du crystal violet (Rigano et al., 2007).
Cette stratégie bactérienne de colonisation des surfaces fait également appel a de
nombreux mécanismes liés a la mobilité, la production d’exopolysaccharides composant la
matrice du biofilm et a la communication de cellules a cellules. La mutation du gene fliN,
dont le produit est impliqué dans la formation du moteur du flagelle, n’a pas permis de
mettre en évidence de role de ce géne dans la colonisation de la phyllosphere et la
dispersion de la bactérie. En revanche, il apparait que la production d’exopolysaccharide
et de xanhomonadine sont au moins partiellement nécessaires pour linstallation des
cellules dans la phyllosphere.

Les systemes pig et rpf régulent la synthese des molécules DF et DSF. Au cours des
dix dernieres années, diverses études ont prouvé que les molécules signales sont des cibles
potentielles de méthodes de lutte dirigées contre les agents pathogenes les produisant.
Ces molécules signales peuvent étre dégradées par des enzymes bactériennes, végétales et
animales, des contraintes physico-chimiques ou des inhibiteurs de N-AHLs ouvrant le
chemin aux stratégies novatrices de contrdle biologique (Rasmussen et al., 2000; Uroz et

al., 2005; Faure et Dessaux, 2007; Uroz et al., 2007). La présence de certaines molécules
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signales de type butyrolactones a déja été identifiée chez X. fuscans subsp. fuscans
(Jacques et al., 2005). Apres avoir vérifié U'implication spécifique de ces molécules lors
des étapes clés de colonisation du haricot, il serait envisageable de tester in planta leur

dégradation par l'une ou l’autre des méthodologies déja décrites.

3. Déterminisme de la transmission des bactéries aux

graines

Nous avons montré que X. fuscans subsp. fuscans peut se transmettre aux graines
de haricot aussi bien par la voie florale que la voie vasculaire en |’absence de symptomes.
La transmission vasculaire de X. fuscans subsp. fuscans aux graines de haricot avait été
mise en évidence par Aggour et ses collaborateurs (1989) suite a U'injection de X. fuscans
subsp. fuscans dans les pédicelles des gousses. La transmission par les voies florales n’avait
par contre pas été documentée.

Les mutants dans le SST3 sont incapables de se transmettre par la voie vasculaire
aux graines ce qui peut s’expliquer par le fait que ces mutants s’internalisent tres
difficilement. Les mutants dans les genes codant les adhésines FhaB2, XadA2 et PilA ont
des fréquences de transmission aux graines par voie vasculaire fortement réduites
contrairement a celles du mutant codant ’adhésine YapH2. La transmission des bactéries
aux graines par la voie florale reste possible pour tous les mutants étudiés que ce soit ceux
du SST3 ou des adhésines. Il semble que cette voie florale de transmission aux graines ne
soit pas limitante pour les bactéries, comme nous l’avons vu précédemment avec X.
campestris pv. campestris.

Ces études populationnelles devront étre poursuivies par des observations de la
localisation et de ’organisation des populations bactériennes in planta a ’aide des outils
de microscopie. La construction de nouveaux mutants intégrant des genes rapporteurs est
nécessaire. De telles études de localisation ont été réalisées dans les fleurs de pommier et
poirier pour des souches d’Erwinia amylovora transformées avec le gene rapporteur gfp
pour « green fluorescent protein » (Spinelli et al., 2005). Elles ont permis dans certains cas
d’observer l’organisation des bactéries en biofilm (Ramey et al., 2004; Koutsoudis et al.,
2006; Danhorn et Fuqua, 2007). Alternativement, il est possible d’utiliser le gene
rapporteur lux codant une luciférase (Meyer et al., 2005). L’avantage de cette solution est
de permettre les observations macroscopiques et non-destructives des échantillons ce qui
permet le suivi de la colonisation de I’hote au cours du temps. Pour ces études, il serait

intéressant d’utiliser une plante modéle de petite taille pour laquelle de trés nombreux
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mutants sont accessibles et parfaitement caractérisées comme c’est le cas pour
Arabidopsis thaliana et Medicago truncatula. Cette derniere est une plante de la méme
famille que le haricot (Fabaceae) et est de plus sensible a X. fuscans subsp. fuscans
CFBP4834-R (Jacques, comm. pers.). Le criblage de différents mutants, dont ceux (dmi1,
dmi2 et dmi3) incapables de symbiose avec les bactéries du genre Sinorhizobium et
d’endomycorrhization (Catoira et al., 2000) pourrait révéler des relations éventuelles

entre mécanismes de défense/de sensibilité et mécanismes symbiotiques.

4. Recherche d’autres déterminants moléculaires

La poursuite de la recherche de déterminants moléculaires impliqués dans les
étapes clés de la colonisation de ’hote indépendamment de U’expression de symptomes
peut étre appréhendée selon deux types d’approches: (i) une approche ciblée avec a
priori visant a caractériser le role de genes candidats, (ii) et une approche non ciblée, sans
a priori, permettant de mettre en évidence ’ensemble des genes bactériens intervenant
pendant ces étapes. La démarche avec a priori nous a d’ores et déja permis d’identifier
certains mécanismes impliqués dans de la colonisation asymptomatique du haricot. La mise
en place d’une démarche sans a priori est d’ores et déja envisageable. Néanmoins
utilisation d’un grand nombre de techniques repose sur la connaissance de la séquence
complete du génome qui ne sera disponible pour X. fuscans subsp. fuscans qu’au cours de
’année 2008. Parmi ’ensemble des techniques sans a priori disponibles, je me suis
attaché a en présenter quatre qui pourraient étre applicables a notre modéle pour

répondre a notre question de recherche.

4.1 par hybridation suppressive soustractive

Les différences d’expression entre deux banques d’ADNc peuvent étre étudiées par
la méthode d’hybridation suppressive soustractive (HSS). Il s’agit d’une technique de
criblage différentiel permettant U’amplification sélective par PCR de fragments d’ADNc
dont Uexpression est spécifique d’un état physiologique particulier tout en évitant
d’amplifier les fragments communs (Diatchenko et al., 1996). Deux groupes d’ADNc
correspondant a chacune des conditions sont utilisés, ’'un comme échantillon et "autre
comme référence. Cette méthode permettrait d’avoir accés aux genes transcrits
différentiellement a chaque étape de la colonisation grace aux différentes combinaisons
possibles de comparaisons (Beyer et al., 2001). Cependant, cette technique est

essentiellement qualitative et ne permet pas d’avoir acces aux niveaux d’expression. Chez
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les plantes, cette technique a été utilisée avec succes dans des études de développement,
avec lidentification de genes impliqués dans la maturation florale chez Dianthus
caryophyllus (Kim et al., 1999), pour des études sur la résistance a des pathogenes tels
que Phytophthora infestans chez la pomme de terre (Solanum tuberosum) (Birch et al.,
1999). Cette technique peut également étre utilisée pour identifier les fragments d’ADN
spécifiques a un organisme. Une étude de ce type a été effectuée en 2006 au cours de la
thése de Medhi Alavi au sein de I’équipe EDTa-BP a U’'INRA d’Angers. Quatre HSSs ont été
réalisés a partir de souches représentatives des quatre lignées génétiques de X. axonopodis
pv. phaseoli (sensu Vauterin et al., 2000) : la lignée fuscans et les trois lignées non-
fuscans. Un jeu de 40 séquences uniques et spécifiques de ces quatre lignées a ainsi pu
étre identifié. Ces séquences sont des homologues de genes codants des hémagglutinines,
un récepteur TonB dépendant, une protéine présentant un motif métalloprotéase zinc-
dépendant, des protéines impliqués dans les systemes de sécrétion de type 3 et 4, des

effecteurs de type 3 et des séquences de fonctions inconnues (Alavi, 2006).

4.2 par ’analyse du protéome

L’analyse du protéome peut étre utilisé pour avoir accés a ’ensemble des protéines
produites par un agent pathogene dans des conditions de croissance données. L’analyse du
protéome s’attache également a quantifier les taux d’expression des protéines en fonction
de différents facteurs, ainsi qu’a caractériser leur structure et leur fonction. L’analyse des
séquences génomiques permet d’obtenir un ensemble de données sur tous les peptides
codés par un organisme (Raskin et al., 2006). Une étude protéomique menée sur
Methylobacterium extorquens a permis d’identifier la protéine PhyR qui est un régulateur
de la voie générale de réponse aux stress et qui est impliqué dans la croissance épiphyte
de cet organisme (Gourion et al., 1996; Gourion et al., 2008). Des analyses protéomiques
sont venues compléter des données issues de la transcriptomique concernant la formation
de biofilms chez P. aeruginosa (Sauer, 2003). De telles études pourraient permettre
Uidentification de nouvelles protéines de X. fuscans subsp. fuscans exprimées

différentiellement lors des étapes clés de la colonisation du haricot.

4.3 par des études de transcriptomique

L’utilisation de puces a ADN permet de quantifier simultanément les niveaux
relatifs d’expression (ARN messagers) de centaines voire de milliers de genes (Zinselmeier
et al., 2002). Cette technique est basée sur un principe d’hybridation. Les fragments
d’ADN génomique de U’espece étudiée, obtenus a partir d’une banque ciblée ou non, sont

fixés sur un support. L’ARN provenant de la souche dont on veut analyser l’expression est
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extrait, puis converti en ADNc via une transcription réverse. Cet ADNc est marqué puis mis
en contact avec I’ADN fixé lors de U’étape d’hybridation. L’analyse de l’intensité de la
fluorescence au niveau de chacun des sites potentiels d’hybridation permet ensuite de
déterminer les profils d’expression.

La construction de puces aléatoires est essentielle lorsque ’on souhaite avoir une
idée globale non-biaisée des genes exprimés durant un mécanisme biologique donné. Elle
est particulierement utile lorsque le génome de ’organisme a étudier est inconnu : il est
alors nécessaire de fixer ’ensemble du génome concerné sur le support d’hybridation, sous
la forme de fragments d’ADN génomique. Sanchez et ses collaborateurs (2006) ont réalisé
ainsi une puce de fragments d’ADN de petite taille (1 kb) chez P. brassicacearum. Cette
approche leur a permis de mettre en évidence U’expression de certains génes lors de la
variation de phase de cette bactérie, ainsi que le role de petits ARN régulateurs présents
dans des régions non codantes (Sanchez et al., 2006). Cette technique a également été
utilisée afin d’identifier ’expression des genes de Erwinia chrysanthemi, dont le génome
n’a pas encore été séquencé, pendant son processus infectieux (Okinaka et al., 2002).
Pour cela, 'ADN génomique bactérien a été extrait, partiellement digéré par une enzyme
de restriction ; les fragments obtenus ont été séparés sur gel d’agarose afin de récupérer
ceux de taille 3 kb. Ces derniers sont intégrés dans des vecteurs (plasmides) et transférés
dans des cellules d’E. coli, afin de construire une banque génomique aléatoire de 5 000
clones (couvrant 2,7 fois le génome de E. chrysanthemi).

Cette technique est trés sensible, et permet de détecter des ADNc qui ont un
niveau d’expression de l’ordre de 1 copie pour 100 000 a 500 000 molécules d’ARNm
(Gerhold et al., 1999). Les sondes utilisées correspondent a U’ensemble des ARNm
spécifiques de l’état physiologique que U’on désire analyser (développement, stress, etc.).
Elles peuvent aussi correspondre a des fractions d’ADNc, issues de lutilisation de
techniques différentielles a partir de 'ADNc- RDA (Representational Difference Analysis)
(Geng et al., 1998). Ainsi, il est possible de caractériser un transcrit grace aux variations

d’expression que l’on peut observer aprés différentes hybridations.

4.4 grace au séquencage du génome de X. fuscans subsp. fuscans
CFBP4834-R

La proximité du séquencage du génome de X. fuscans subsp. fuscans offre de
nouvelles perspectives grace a la génomique comparative qui permet par ’analyse des
génomes séquenceés, d’identifier les différences et les similitudes génétiques entre des
génomes entiers pour corréler les genes en question a une fonction biologique. Ainsi,

analyse et la comparaison des séquences des génomes d’espéces relativement proches
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peut accélérer ’annotation fonctionnelle de nouveaux genes, qui ne sont apparents que
dans un contexte de génomique comparable (Raskin et al., 2006).

En comparant les génomes séquencés d’organismes dont [’histoire évolutive est
liée, les outils de génomique comparative permettent également de mieux connaitre les
pressions de sélection évolutive et les mécanismes de transfert ou de perte de genes, et
d’identifier de ce fait les déterminants impliqués dans I’évolution du pouvoir pathogene ou
globalement de la fitness (Curtis et al., 2005; Raskin et al., 2006). Ils peuvent prédire que
des genes trés conservés chez différents agents pathogénes paraissent étre importants
dans U’évolution de ces organismes (Raskin et al., 2006; Burrack et Higgins, 2007). La
comparaison du génome de X. fuscans subsp. fuscans avec le génome d’une bactérie
typiquement vasculaire commme X. campestris pv. campestris ou d’une bactérie encore
plus proche phylogénétiquement mais limitée aux parenchymes comme X. citri subsp. citri
permettrait sans doute d’identifier des déterminants de la spécificité tissulaire. Des
études similaires sont d’ores et déja en cours sur la base de la comparaison du génome de
X. oryzae pv. oryzae avec celui de X. oryzae pv. oryzicola, ceux de X. citri subsp. citri vs.
X. fuscans subsp. aurantifolii et encore X. campestris pv. campestris vs. X. campestris pv.
armoraciae (Liolios et al., 2008). Dans ces trois couples de pathogenes du riz, des agrumes
et des Brassicaceae, ’un des pathogenes est vasculaire (le premier cité) et autre limité
aux parenchymes (le second).

Avec les avancées du séquencage génomique a grande échelle, le séquencage
complet ou partiel du génome de nombreuses espéces a engendré une augmentation
significative de la quantité d’information génomique, qui a nécessité ’évolution des
logiciels d’analyse et d’annotation fonctionnelle. En paralléle a ’augmentation du nombre
de génes identifiés, la connaissance de leur fonction et de leurs interactions nécessite
souvent une validation expérimentale, a partir des hypothéses formulées grace aux
méthodes informatiques. La génomique comparative associée a la génomique fonctionnelle
a permis tres récemment d’identifier de nombreux déterminants moléculaires responsables
de la spécificité d’hote a partir de la souche 8004 de X. campestris pv. campestris chez

une large collection d’isolats provenant de Chine (He et al., 2007).

A Uavenir, l'utilisation combinée des informations issues de la génomique, de la
transcriptomique et également de la métabolomique nous permettra de décrypter le
dialogue moléculaire s’établissant entre les deux partenaires lors des différentes étapes
clefs de la colonisation. Il sera particulierement intéressant de focaliser les efforts sur
’étape de transmission a la graine. Cette transmission est le fruit de deux voies, "'une

nécessitant une adaptation particuliere de la bactérie a son hote (la voie vasculaire) et
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une autre voie semblant nettement moins contraignante (la voie florale). L’enjeu de tels
travaux est le développement de méthodes de lutte adaptées aux pathogenes transmis par

les semences.
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ETUDE DE DETERMINANTS MOLECULAIRES DE XANTHOMONAS FUSCANS SUBSP.
FUSCANS IMPLIQUES DANS LA COLONISATION DE SON HOTE PHASEOLUS VULGARIS

Résumé

Xanthomonas fuscans subsp. fuscans (Xff) est 'un des agents responsables de la graisse
commune de haricot, bactériose transmise par les semences. A partir d’une semence contaminée,
cet agent pathogéne colonise les parties aériennes de son hote sur la totalité d’un cycle cultural
sans enclencher de processus infectieux ; cette colonisation asymptomatique aboutissant finalement
a sa transmission a la graine. La proposition de nouvelles méthodes de lutte dirigées contre cet
agent pathogéne passe par une meilleure connaissance des mécanismes impliqués dans la
colonisation de son hote. Les objectifs de cette thése ont été didentifier des déterminants
moléculaires de Xff et de caractériser leur role dans trois étapes clés de la colonisation
asymptomatique du haricot: (i) colonisation de la graine et de la plantule, (ii) colonisation de la
phyllosphere et (iii) transmission aux graines. Deux types de génes candidats ont été identifiés chez
Xff: (i) des génes induits in planta codant le systéme de sécrétion de type trois (SST3) et ses
effecteurs, (ii) des génes impliqués dans les processus d’adhésion aux surfaces et de formation des
biofilms, éléments clés de structuration des populations in planta. Des mutants ont été construits
dans chacun des génes candidats et leur comportement caractérisé in planta.

Contrairement a la phyllosphére, la graine de haricot en germination et les jeunes plantules
ne constituent pas des environnements limitant pour la multiplication bactérienne. L’absence
d’induction de réactions de défense a cette étape laisse penser que les bactéries se comportent en
saprophytes et n’établissent pas de dialogue moléculaire avec la plante. La survie de Xff dans la
phyllosphére du haricot dépend partiellement des régulateurs HrpG et HrpX du SST3; la
colonisation active et la transmission aux graines par la voie vasculaire nécessitent quant a elle un
SST3 fonctionnel. En situation incompatible non-hote, X. campestris pv. campestris et ses mutants
du SST3 survivent et se transmettent a la graine de haricot, mais peu fréquemment et avec de
faibles tailles de populations. Les six adhésines identifiées chez Xff interviennent toutes lors de la
colonisation de la phyllosphére ou pour la transmission a la graine de haricot par la voie vasculaire.
La transmission a la graine par la voie florale est une voie plus générale, régulée seulement
partiellement par HrpG et HrpX. Le schéma d’une vision globale et dynamique des déterminants
moléculaires de la colonisation d’une plante par Xff a ainsi pu étre amorcé.

TOWARD THE STUDY OF MOLECULAR DETERMINANTS OF XANTHOMONAS FUSCANS
SUBSP. FUSCANS IMPLICATED IN COLONIZATION OF ITS HOST PHASEOLUS VULGARIS

Abstract

The seed-borne pathogen Xanthomonas fuscans subsp. fuscans (Xff) is one of the causal agents
of common bacterial blight of bean. From a contaminated seed, this pathogen colonizes aerial parts
of its host during an entire growing season without engaging an infectious process; this asymptomatic
colonization ending finally in its transmission to the seeds. Proposition of new control strategies
against this pathogenic agent needs a better knowledge of mechanisms involved in host colonization.
Objectives of this thesis were to identify molecular determinants of Xff and characterize their roles
in three key stages of the bean asymptomatic colonization process: (i) seed and seedling
colonization, (ii) phyllosphere colonization and (iii) transmission to seeds. We identified two main
types of candidate genes in Xff: (i) in planta induced genes coding the type three secretion system
(T3SS) and its effectors, (ii) genes involved in adhesion surface and biofilm formation processes, key
determinants of the in planta population organization. Mutants were built in each candidate gene,
and then characterized for their in planta behavior.

The germinating seed and seedling environments do not constitute restrictive environments for
the bacterial multiplication. The absence of induced defense reactions at this stage implies that
bacteria behave as saprophytes and do not establish molecular dialogue with the plant. In the bean
phyllosphere, Xff survival depends partially on HrpG and HrpX regulators of the T3SS; active
colonization and transmission to seeds by the vascular pathway require a functional T3SS. In non-host
incompatible situation, X. campestris pv. campestris and its mutants in the T3SS can survive in the
phyllosphere and transmit to the seeds with lower population sizes and frequencies than in the
compatible situation. The six identified adhesins in Xff get involved during phyllosphere colonization
or transmission to bean seeds by the vascular pathway. The transmission to the seeds by the floral
pathway is a more general pathway and is only partially regulated by HrpG and HrpX. A scheme for a
global and a dynamic view of the molecular determinants implied in the colonization process of a
plant by X. fuscans subsp. fuscans was engaged.





