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Résumé

Recherche de signaux moléculaires végétaux impliqués dans I’induction de génes chez
la bactérie phytopathogéne Erwinia chrysanthemi (Dickeya dadantii)

Dickeya dadantii est une bactérie responsable de pourritures sur un large spectre de plantes.
Sa virulence est principalement due a la sécrétion d’enzymes dégradant la paroi végétale. Ce
travail de thése a porté sur 1’identification de molécules jouant un réle de signal dans les
interactions entre plantes et bactéries. Divers phytoconstituants sont connus pour étre
impliqués dans les phénomenes de communication entre plantes et microorganismes. Chez
D. dadantii, nous avons caractérisé deux régions génomiques, Ifa et Ifg, codant des protéines
exprimées seulement lors de I’infection de plantes ou en présence d’extraits végétaux. Leur
expression est modulée par des répresseurs agissant différemment en présence ou absence
d’inducteur. Ces régulateurs, LfaR et LfgR, contrdlent ¢galement 1’expression de genes
permettant le transport de 1’inducteur dans le cytoplasme bactérien. Aprés mise au point d’un
test de criblage, la recherche de I’inducteur végétal a été réalisée a partir d’extraits de feuilles
d’endive et de tubercules de pomme de terre. Plusieurs étapes chromatographiques ont
permis d’obtenir plusieurs fractions actives, dont une trés fortement. Cette fraction provenant
de pomme de terre contient seulement deux composés qui ont été purifiés. Le composé
majeur a ¢té identifi¢ comme étant un nucléoside, la guanosine, mais cette molécule pure n’a
pas d’activité inductrice. La quantité¢ de I’autre composé était insuffisante pour permettre
I’identification de cette molécule active. Les résultats de ce travail montrent I’implication et
le mécanisme d’action de petites molécules hydrophiles agissant comme signaux dans
I’interaction entre la plante et D. dadantii.

Mots clés
Erwinia chrysanthemi, Dickeya dadantii, activité biologique, régulation génétique, molécule
signal, fractionnement bioguidé, interaction plante-bactérie
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Summary

Search for plant molecular signals involved in the induction of genes in the
phytopathogenic bacterium Erwinia chrysanthemi (Dickeya dadantii)

Dickeya dadantii is an enterobacterium causing soft rot diseases in a wide range of plant
species. The maceration of plant tissues is essentially caused by the secretion of a set of plant
cell wall degrading enzymes. This thesis focused on the identification of molecules involved
in signalling processes during biological interactions. Various secondary metabolites and
phytoconstituants are known to play a role in the interactions and communication between
plants and microorganisms. In D. dadantii, we have characterized two genomic loci, Ifa and
Ifg, coding for proteins that are expressed only during plant infection or in the presence of
plant extracts. The expression of the genes IfaA and IfgN is modulated by repressors that act
differently depending on the presence or absence of the inducer. These regulators, LfaR and
LfgR, also control the expression of genes involved in the transport of the inducer in the
bacterial cytoplasm. After achievement of a screening test to analyse the fractions, a search
for the inducer was performed in extracts from chicory leaves and potato tubers. Several
chromatographic fractionations allowed the recovery of different active fractions, including a
highly active fraction from potato. This fraction contained two compounds which were
further purified. The main compound was identified as a nucleoside, guanosine, but the pure
molecule has no inducing capacity. The low amount of the second molecule was insufficient
for the final identification of the inducer. The results of this work show the involvement and
mechanism of action of small hydrophilic molecules acting as signals in the interactions
between plants and D. dadantii.

Keywords
Erwinia chrysanthemi, Dickeya dadantii, biological activity, genetic regulation, signalling
molecule, bioguided fractionation, plant-bacterium interaction
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Streszczenie

Badanie roslinnych czasteczek sygnalowych zaangazowanych w indukcje genow w
komdrkach bakterii fitopatogennej Erwinia chrysanthemi (Dickeya dadantii)

Bakterie z gatunku Dickeya dadantii powoduja w tkankach szeregu roslin chorobe zwang
mokrg zgnilizng. Wystgpowanie objawoéw chorobowych warunkowane jest przede wszystkim
przez wytwarzanie enzymoéw  pektynolitycznych  degradujacych  sktadniki  $cian
komorkowych roélin. Celem prezentowanej rozprawy doktorskiej byta identyfikacja
ro$linnych czasteczek sygnatlowych warunkujacych oddziatywania migdzy komorkami
ro$linnymi i bakteryjnymi. W genomie D. dadantii scharakteryzowano dwa loci Ifa i Ifg.
Geny zlokalizowane w tym regionie ulegaja ekspresji gdy w srodowisku jest obecny ekstrakt
roslinny lub podczas infekcji tkanki roslinnej. Ekspresja, zlokalizowanych w tych loci genow
strukturalnych: IfaA i IfgN jest modulowana przez biatka regulatorowe - represory
oddziatywujace w rézny sposodb w zalezno$ci od obecnosci lub braku induktora. Ekspresje
genoéw, ktore warunkuja biosyntez¢ biatlek zaangazowanych w transport induktora
pochodzenia roslinnego w cytoplazmie bakteryjnej jest rowniez kontrolowana przez
regulatory LfaR i LfgR. Przeprowadzono badania zmierzajace do identyfikacji czasteczki
induktora w ekstraktach z li§ci cykorii i bulw ziemniaka. Przeprowadzeniu frakcjonowanie
ekstraktu stosujagc kilka réznych podlozy chromatograficznych. W efekcie otrzymano wiele
frakcji wykazujacych aktywnos¢, jedna z nich byla bardzo aktywna. Najaktywniejsza frakcja
wyizolowana z tkanki bulw ziemniaka zawiera tylko dwa rodzaje czasteczek, ktore zostaty
oczyszczone do homogennos$ci. Zwigzek, ktory stanowit wigkszos¢ frakeji aktywnej, zostat
zidentyfikowany jako nukleozyd — guanozyna. Stwierdzono jednak, iz nie wykazuje on, w
zastosowanym st¢zeniu, zdolno$ci do indukcji gendéw regulatorowych IfaA i IfgN. Tlos¢
drugiego, obecnego we frakcji aktywnej, zwigzku byla niewystarczajaca aby zidentyfikowac
jego strukturge. Wyniki badan przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy wyjasniaja
mechanizm dziatania niskoczasteczkowych zwigzkéw hydrofilnych, odgrywajacych role
czasteczek sygnatowych w interakcji miedzy komorkami roslinnymi i komorkami Dickeya
dadantii.

Stowa kluczowe

Erwinia chrysanthemi, Dickeya dadantii, aktywnos$¢ biologiczna, regulacja genetyczna,
czasteczki sygnatowe, frakcjonowanie i wykrywanie frakcji aktywnych w wyniku testow
biologicznych, oddzialywania miedzy komorkami roslinnymi 1 bakteryjnymi.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Induction par des molécules végétales de génes impliqués dans Dinteraction plante-

bactérie.

Introduction

De nombreux types de bactéries sont associés a des plantes hotes et profitent de cette
association pour assurer leur nutrition en carbone et autres substances nutritives. Les
événements conduisant a 1’établissement de ces interactions sont basés sur la reconnaissance
de signaux moléculaires spécifiques des plantes. Ces signaux sont détectés par des protéines
régulatrices bactériennes qui vont adapter le métabolisme aux conditions de I’interaction
(Tableau 1). Les mécanismes de reconnaissance jouent en particulier un réle essentiel dans la
gamme d’hote des bactéries. Le cas le plus largement décrit est la reconnaissance des
flavonoides d’origine végétale par la protéine régulatrice NodD de Rhizobium.

Pendant D’interaction plante-microbe, les bactéries vont s’adapter aux changements
physiologiques de la plante hote. Ces changements résultent en particulier des réactions aux
activités spécifiques des bactéries qui colonisent la plante. La détection de divers signaux
végétaux par les bactéries est donc un processus qui réajuste en continu la réponse
bactérienne lors de I’interaction. Dans de nombreux cas, en plus de protéines régulatrices
spécifiques, des régulateurs globaux peuvent jouer un réle important dans 1’ajustement du
métabolisme bactérien aux conditions de D’interaction. Le processus de détection et de
signalisation est trés semblable, que les interactions soient bénéfiques ou non, c'est-a-dire
dans les cas de symbiose comme de pathogeénie.

Un bon exemple de détection de signaux de 1’hdte est 1’établissement de la symbiose
entre les bactéries du genre Rhizobium et les [égumineuses, avec 1’implication de flavonoides
mais aussi de bétaines ou de composés phénoliques. De méme, la pathogénese entre
Agrobacterium tumefaciens et la plante héte, aboutissant a la galle du collet, résulte de la
perception successive de divers signaux : une combinaison entre composes phénoliques,
monosaccharides et acidité pour 1’induction des étapes précoces, la présence d’opines ou
d’acide gamma-aminobutyrique pour I’expression de fonctions impliquées dans le maintien
de Dinteraction. Pseudomonas syringae est une autre bactérie qui a développé des
mécanismes spécifiques de reconnaissance de 1’hote par I’intermédiaire de glycosides

phénoliques et de sucres.
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TABLEAU 1 : Signaux végétaux utilisés par des bactéries associées aux plantes

Ce tableau présente divers exemples de signaux végétaux identifiés chez des bactéries associées aux plantes.
Dans chaque cas, sont indiqués les régulateurs correspondants ainsi que les cibles et phénotypes impliqués
dans Uinteraction avec la plante régulés par ces signaux.

Régulateur

Famille du

Opéron(s)

Bactérie Signal végétal (s) régulateur cible Phénotypes régulés
Rhizobium spp. flavonOIfjes, t’)eta.mes, agldes, NodD famille LysR nod Synthese du facteur Nod
composés phénoliques simples
Sinorhizobium | stachydrine ) stc ﬁ]z:jtjgfel LsrTZ;esénes
meliloti trigonelline : trc g
nod
qudy rhl; obiu flavonoides NodV-NodW systeme a 2- nod Syntheése du facteur Nod
m japonicum componsants
composés phénoliques v systéme a 2- :
Agrobacterium | (acétosyringone...), pH acide, VirA-VirG componsants, vir, :?Tiscfggoﬂu d-LE Dl':'i‘r’m de
tumefaciens monosaccharides protéine liant | rep -P P
ChvE Ti
(glucuronate, galacturonate...) les sucres
__— . Régulation des génes vir,
pH acide ChvG-Chvl Zﬁ\twegsgnzts Z:th(,;c\’ aopA catalase, protéine de la
p » aop membrane externe
monosaccharides GbpR famille LysR chv gh]mwtax'e et transport
e sucres
Lactonase codée par le
Agrocinopine AccR? Famille Lacl aiiB plasmide Ti
GABA, acide salicylique... AttJ Famille IclR attm Lactonase codée par le
plasmide At
Pseudomonas lvcosides phénoli (GacA-GacS systeme a 2- duction d
syringae pv. glycosides phénoliques, sucres SyrF componsants, syr production de
. (fructose, saccharose...) ! famille LuxR syringomycine
syringae SalA) .
famille LuxR
P. syrineae pv Shikimate, quinate, malate, svstéme & 2-
tc.)mclzl to 3a€ pv. citrate, sucres (glucose, (CorS-CorR) cgm onsants cor production de coronatine
inositol...) P
. . . sécrétion de type Il et
limitation en nutriments HrpL Facteur Sigma | hrp, avr effecteurs
pel, pem,
Erwinia métabolites de la pectine . out, ogl, catabolisme de la
chrysanthemi (DKI, DKII, KDG) KdgR famille IclR kduDlI, pectine
kdgKA
? PecS famille MarR 'CJ :lh’ fll)ie{, pectate-lyases, mobilité
pectate-lyases,
el. cel. prt cellulases, protéases,
? PecT famille LysR g s, f[i’ prt, production
ps, d’exopolysaccharides,
mobilité
extraits de plantes Pir famille IclR pel pectate-lyases
rhamnose Rha$ Famille AraC rhikE, rhiTN Catabolisme du
rhamnogalacturonane
Erwinia extraits de plantes AepA ? pel, cel, pectate-lyases, .
carotovora peh, prt cellulases, protéases
? RexZ famille IclR pel, cel, prt pectate-lyases,
cellulases, protéases
agents endommageant ’ADN Egg’é E;Q:Hg ;‘Aeux'é pnlA pectine lyase
(+RecA)
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Bien qu’un peu moins connus, des processus fins de détection des plantes-hdtes sont
mis en ceuvre dans le cas des entérobactéries pectinolytiques comme Erwinia chrysanthemi.
De nombreuses autres bactéries vivent en association directe avec les plantes, en particulier
dans les genres Xanthomonas, Ralstonia ou Frankia, et modulent ces interactions par
I’échange de signaux (Tableau 1, Figure 1).

Dans cette introduction de mon travail de thése, j’ai choisi de présenter trois types
d’interactions tres étudiées (Rhizobium, A. tumefaciens et P. syringae) ainsi que mon modele
d’étude, E. chrysanthemi, en insistant sur les signaux végétaux reconnus par les bactéries, les
protéines bactériennes impliquées dans cette détection et, lorsqu’ils sont connus, les

mécanismes de régulation qui induisent 1’expression de geénes bactériens en réponse a la

reconnaissance des signaux végétaux.

(CH,), GHs
'il N
COOH @/\L
Q COOH
A- Luteolin B- Genistein C- Stachydrine D- Trigonelline
CH,
= CH=CH-COOH
g 2 70 § 2 ?O
o HO™  "OH H,CO OCH, OCH,
OH OH
E- Tetronic acid F- Erytronic acid G- Acetosyringone H- Ferulate
OH OH
OH
HO
I
HO_,COOH
< OH O ? T
HO HO
HO OH HO OH HO CH,OH
HO 2
OH OH CH,OH OH
|- Shikimate J- Quinate K- Quercetin | - Arhutin

FIGURE 1 : Exemples de molécules végétales reconnues comme signaux pour l’induction de
réponses spécifiques chez diverses bactéries associées aux plantes (d’aprés Brencic et Winans,
2005)

La lutéoline (A) et la génistéine (B) sont des flavonoides qui induisent la transcription des génes de nodulation
chez divers Rhizobium. Des composés non flavonoides, comme la stachydrine (C) et la trigonelline (D)
induisent les génes nod chez S. meliloti. L’acide tétronique (E) et ’acide érytronique (F) activent aussi
Uexpression des génes nod chez S. meliloti, M. loti, et R. lupini.

L’acétosyringone (G) et le férulate (H) sont des composés phénoliques qui induisent les génes vir chez A.
tumefaciens.

Le shikimate (l) et le quinate (J) induisent les génes de biosynthése de la coronatine chez P. syringae pv.
tomato. La quercétine (K) et Uarbutine (L) sont des glycosides phénoliques qui activent la production du
syringomycine chez P. syringae pv. syringae.

19



I.  Induction des facteurs Nod pendant les interactions Rhizobium-plante

-1 L’interaction plante-Rhizobium, réle des facteurs Nod dans 1’établissement de la

symbiose

Les a-protéobactéries incluent des symbiontes vari€s de plantes, fixant 1’azote, comme
les genres Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium et Bradyrhizobium.
Elles incluent aussi des pathogénes de plantes, regroupés sous le nom d’Agrobacterium
comme A. tumefaciens et A. rhizogenes. Les espéces de Rhizobium et Agrobacterium sont
treés apparenteées, au niveau de leur métabolisme, des mécanismes de transport et des
systemes de régulation. Les principales différences sont liées aux fonctions mises en ceuvres
lors de I’interaction, souvent codées par des plasmides et orientant soit vers la symbiose
(Rhizobium), soit vers la pathogénie (Agrobacterium).

Dans les conditions environnementales appropriées, les bactéries du genre Rhizobium
peuvent initialiser des interactions symbiotiques avec leurs plantes hdétes, provoquant le
développement de nodules racinaires que les bactéries envahissent en tant

qu’endosymbiontes fixant I’azote (Figure 2).

A B

Légumineuse hote
(Medicago truncatula)

Symbiote bactérien
(Sinorhizobium meliloti)

Exsudats Induction
NN NN
J Génes nod
Formation
des nodosités COCH,

CH,OH CH,0H {-soH,

0 /
\ h ch
\ A0 0 -
\ AR 0 )\\;&/ Q2 oA ~
Mv y ‘“\)»\/ S
S T NH NH T NH NH
(<} (<) co <3
C-H CH, H, CH,

o Facteur Nod

FIGURE 2 : Formation de nodules sur la plante hote par des bactéries du genre Rhizobium
(B, d’apres Debellé et al., 2007)

Le développement de la symbiose Rhizobium-plante est un processus complexe. Il
implique un échange coordonné de signaux entre la plante et les bactéries. Ces signaux
permettent un ajustement graduel de la physiologie et du métabolisme des deux partenaires
(Perret et al., 2000 ; Spaink, 2000). La premiere étape clé dans la formation d’un nodule est
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la détection par la plante de petites molécules synthétisées et libéreées par les bactéries
(Cullimore et al., 2001 ; Geurts et Bisseling, 2002). Ces molécules qui déclenchent la

nodulation sont appelées les facteurs Nod, ce sont des lipo-chito-oligosaccharides (Figure 3).

A
H
Acetate
Sulfate
Fucose
H Methylfucose
Acetyl Sulfo-methylfucose
Carbamoyl _ | Acetyl-methyifucose
. \ D-Arabinose
0 H %
o] Q 1]
o 0 o
H « 1.0 HO. HO o—|H
[0arbamw|}/ / \ N glycerol
H o % o%
Acyl group: Matnyl]
18C L - n=1-4
16C .
20C
(varied
unsaturation)
Non-reducing end Reducing end
B
OH
. !
CH maa —
o==_ ’ v= ? =0
h o
o
,-1.’ CH,0H e TR T] f'.
- 0 n] L H; o
HO .»;—.--"m- e 5 __L_:/NH HS —r-/M HI B WH
= \ L =l 0=C
% = CH; \‘l' H c
o H “Ha CH.,
HE :
ICHz s
-1:2/
I
N
GH e
p
CH5

FIGURE 3 : Structure des facteurs Nod

(A) Structure générale (d’aprés Dénarie et al., 1992)

La chaine oligomérique de N-acétylglucosamine (GlcNAc) varie en longueur de 3 a 6 résidus. Les substitutions
ont été définies par spectroscopie de masse, chromatographie en phase gazeuse et RMN. Seule la substitution
3-0 carbamoyl de ’extrémité non réductrice est indiquée (*), mais les 3 ou 4 autres positions peuvent aussi
porter une substitution carbamoyl.

(Methylfucose : 2-0-methylfucose; acetyl-methylfucose : 4-O-acety1, 2-O-methylfucose; sulfo-methylfucose :
3-0-sulfo-2-0-methylfucose).

(B) Facteur Nod majeur produit par Sinorhizobium meliloti. (d’apres Lerouge et al., 1990)

Le facteur Nod majeur produit par S. meliloti contient 4 unités glucosamine, une chaine acyl de 16 carbones
avec deux insaturations (déterminées par NodE et NodF), un groupe acétyl a Uextrémité non réductrice
(déterminé par NodL), et un groupe sulfate a I’extrémité réductrice (determiné par NodH, NodP et NodQ). Les
facteurs Nod sont désignés par convention en indiquant les initiales de ’espece, le nombre de résidus du
squelette GLcNac, la longueur et le nombre d’insaturations de la chaine acyl, et les autres substitutions
(Dénarié et al., 1992). Ce facteur Nod est ainsi désigné par NodSmlV (C16:2, S).

La deétection des facteurs Nod par la plante hote provoque des changements majeurs

dans le développement de la plante qui sont nécessaires a I’entrée du Rhizobium dans le tissu
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végétal. Les extrémités des racines servent d’attachement pour la bactérie. En se repliant,
elles prennent au piege les bactéries dans une poche intracellulaire avant I’infection. Les
facteurs Nod agissent par un mécanisme mal connu. Ils provoquent la division des cellules
végétales et I’expression de génes dans le cortex racinaire ou ils initient le développement du
nodule.

Aucune corrélation stricte n’existe entre le type de molécules produites par un
Rhizobium et les plantes nodulées. Par exemple, les facteurs Nod produits par R. etli et R. loti
sont identiques, mais les deux espéces ont des gammes d’hotes distinctes : Phaseolus spp. et
Lotus spp., respectivement (Cardenas et al., 1995). Deux souches de Rhizobium nodulant la
méme plante peuvent secréter des facteurs Nod différents : R. tropici et R. etli produisent des
facteurs Nod sulfatés et acetylfucosylés, respectivement, mais les deux sont capables
d’infecter Phaseolus vulgaris. La quantité de facteurs Nod relachée semble également
importante pour déterminer la gamme d’hotes. L’augmentation de production du facteur Nod
dans la souche NGR234 de R. meliloti permet la nodulation d’une plante non-héte, V.

unguiculata (Perret et al., 2000).

-2 Les inducteurs flavonoides

La détection et la réponse aux signaux végétaux par les membres de la famille
Rhizobiaceae ont été étudiées de facon intensive dans de nombreux laboratoires. Les génes
nod sont responsables de la biosynthese du facteur Nod. IlIs sont exprimés en réponse a des
flavonoides, composés aromatiques polycycliques, qui sont sécrétés dans la rhizosphére par
la plante. L’identification des inducteurs des génes nod a commencé par la construction de
fusions avec un gene rapporteur, nod-lacZ, et la découverte que ces fusions étaient induites
par des facteurs sécrétés par la plante hote (Okker et al., 1984 ; Mulligan et Long, 1985 ;
Peters et al., 1986). Ces facteurs ont été identifiés comme des dérivés de 2-phényl-1,4-
benzopyrone, les flavonoides. Leur structure est basée sur deux cycles aromatiques et un
noyau hétérocyclique (Figure 1A, B). Des modifications spécifiques de la structure de base
produisent différentes classes de flavonoides (Dey et Harborne, 1997). Parmi ces classes, de
nombreuses variations génerent plusieurs milliers de flavonoides identifiés chez les plantes.
Ces molécules issues du métabolisme secondaire des plantes sont fréguemment des signaux
de réponse a un stress provenant de I’environnement. Par contre, ils ne sont pas tous actifs en
tant qu’inducteurs des génes de nodulation. Ainsi, les légumineuses hétes peuvent étre

différenciées des non-hétes sur la base des flavonoides spécifiques qu’elles produisent. La
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comparaison de différentes structures de flavonoides qui induisent les génes nod a montré

I’importance de substituants dans I’activité inductrice des génes nod.

-3 Les inducteurs non flavonoides des génes nod

En plus des flavonoides, certains inducteurs non-flavonoides des génes nod ont eté
identifiés (Figure 1C, D). La stachydrine (N-methylproline methylbetaine) et la trigonelline
ont été identifiées a partir d’exudats de semis de luzerne comme inducteurs des génes nod de
S. meliloti (Phillips et al., 1992). Ces molécules sont des ammoniums quaternaires connus
sous le nom de bétaines. Les bétaines se trouvent dans de nombreux tissus vegétaux exposés
au stress osmotique, ou elles servent d’osmoprotecteurs (Chen et Murata, 2002). Pour induire
les génes nod, il faut des concentrations de bétaines supérieures (de 1’ordre de quelques mM)
a celles efficaces avec les flavonoides (de 1’ordre de quelques pM). Mais leur abondance
compense cette faible efficacité (Phillips et al., 1994).

Deux acides aldoniques (acide tétronique et acide érytronique) (Figure 1E, F) ont aussi
été identifies comme inducteurs naturels des genes nod chez certaines espéces de Rhizobium
(Gagnon et Ibrahim, 1998). Des composes phénoliques simples (alcool coniférylique, acide
chlorogénique et acide férulique) agissent comme de forts chimioattractants tout en étant de

faibles inducteurs d’une fusion nodC-lacZ (Kape et al., 1991).

-4 Les réqulateurs transcriptionnels des génes nod

A Dintérieur des cellules bactériennes, les flavonoides relachés par les plantes sont
détectés par les protéines NodD qui sont des membres de la famille LysR de régulateurs
transcriptionnels (Schell, 1993). Les protéines NodD sont supposées étre les récepteurs
directs de ces signaux végétaux. Ils sont des activateurs transcriptionnels dépendants des
flavonoides, agissant sur les promoteurs des genes nod (Schlaman et al., 1998). Cependant,
les analyses biochimiques de protéines NodD sont restées limitées a cause de problémes de
solubilité et de la difficulté de purification de ces protéines.

Des études génétiques ont montré que le domaine C-terminal de NodD est impliqué
dans la fixation des flavonoides (Spaink et al., 1989). Les protéines NodD se fixent sur des
motifs d’ADN bien conservés, les « boites nod » localisées directement en amont des
promoteurs des opérons nod (Rostas et al., 1986 ; Schlaman et al., 1998). La longueur des

boites nod (approximativement 50 nucléotides) est compatible avec la fixation de NodD sous
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forme de tétramére. Ceci a été démontré pour d’autres protéines de la famille LysR (Schell,
1993). Dans au moins un cas, la fixation de NodD sur ’ADN crée une courbure de la
séquence de la boite nod (Fisher et al., 1988 ; Fisher et Long, 1993). Cette fixation n’exige
pas la présence de flavonoides car les protéines NodD fixent ’ADN en présence ou en
absence de flavonoides. Par contre I’activation des promoteurs ne se produit qu’en présence
de flavonoides. Il est probable que ces signaux provoquent un changement de conformation
des protéines fixées, qui serait nécessaire a I’activation du promoteur (Burn et al., 1987 ;
Mclver et al., 1989).

De nombreuses espéces de Rhizobiaceae posseédent plus d’une copie du géne nodD,
jusqu’a cing copies ont éte trouvées dans certaines souches. B. japonicum, Rhizobium sp.
NGR234, R. meliloti, et R. tropici possedent 2 a 5 copies de nodD (Gottfert et al., 1992; Van
Rhijn et al., 1993). Les différentes protéines NodD peuvent varier dans leur affinité pour
diverses boites nod. Elles peuvent également avoir différentes spécificités de flavonoides
(Perret et al., 2000). Le transfert du géne nodD d’une espéce de Rhizobium a une autre peut
dans certains cas modifier la gamme d’hote de la souche receveuse en celle de la souche

donneuse du gene nodD.

I-5 Métabolisme des signaux moléculaires induisant les génes nod

Les souches de Rhizobium sont capables de cataboliser les inducteurs des génes nod. Le
catabolisme des flavonoides est initialisé par le clivage du cycle carboné de la molécule, ce
qui donne des intermédiaires qui sont eux-mémes des inducteurs potentiels des génes nod
(Rao et Cooper, 1994). Ce type d’intermédiaires est représenté par les chalcones qui sont des
inducteurs puissants des génes nod (Rao et Cooper, 1994). Cette aptitude est attribuée a
I’ouverture du cycle carboné qui offre une flexibilité spatiale plus large durant les
interactions avec le récepteur des flavonoides NodD (Figure 4). Les genes bactériens
impliqués dans le catabolisme des flavonoides n’ont pas encore été identifies. Par contre, des
chitinases de la plante peuvent cliver les facteurs Nod (Perret et al., 2000). Les produits de
dégradation formes sont faiblement actifs. Les chitinases végetales sont produites lors
d’interactions symbiotiques ou pathogénes. Les décorations des facteurs Nod influencent leur
résistance a la dégradation par ces chitinases. Par exemple, un groupe sulfate a I’extrémité
réductrice et un groupe O-acétyl a I’extrémité non-réductrice du facteur Nod de R. meliloti

augmentent fortement sa stabilité.
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Les inducteurs non flavonoides, la trigonelline et la stachydrine, sont catabolisés par les

produits des génes trc et stc, respectivement, et ils agissent également comme inducteurs de

ces genes (Goldmann, 1991). Les geénes trc et stc sont voisins des génes de nodulation et de

fixation d’azote. Les genes trc sont induits pendant toutes les étapes de la symbiose

(Goldmann, 1991). Ceci suggere que le catabolisme de ces composeés joue un rdle a certaines

étapes de la symbiose. Alors que les mutants trc ne semblent pas altérés pour la symbiose, les

mutants stc montrent une nodulation retardée (Goldmann, 1991).
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I1. Induction des génes vir pendant les interactions Agrobacterium-plante

-1 Les bactéries du genre Agrobacterium et les maladies provoquées

L’agent responsable de la maladie de la galle du collet («crown gall » selon la
dénomination anglo-saxonne) a été identifié en 1907 (Smith et Townsend, 1907); il s’agit
d’A. tumefaciens, une alpha-proteobactérie de la famille des Rhizobiaceae. Comme son nom
I’indique, la maladie se traduit par le développement de galles, excroissances tissulaires aussi
appelées tumeurs (Figure 5). Celles-ci se forment le plus souvent au niveau du collet (zone de
jonction entre la tige et le systéme racinaire souvent localisée au niveau de la surface du sol)
mais parfois aussi sur des racines ou des tiges souterraines. Cette maladie provoque
d’importantes pertes, et notamment lors de culture ornementales, fruitieres et forestieres. La
famille des Rosaceae (rosier, pommier, pécher, ...) y est particuliérement sensible mais ces
bactéries infectent de nombreuses plantes ligneuses (Figure 5) et certains groupes de plantes
herbacées (140 genres dans plus de 90 familles). Le genre Agrobacterium désigne des
bacilles a Gram négatif, de taille variable (0,6-1,0 pum sur 1,5-3,0 um), mobiles, non
sporulant et aérobies stricts pour la plupart. Ces bactéries présentent une capacité
d’utilisation des glucides tres étendue. Leur température optimale de croissance s’étage de 24
a 28°C. Les bactéries du genre Agrobacterium occupent différents habitats ; elles peuvent
vivre librement dans le sol, dans I’environnement racinaire (rhizosphére) ou comme

pathogéne des plantes.

FIGURE 5 : Développement de galles dues a Agrobacterium sur rosier et érable
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Les premiéres classifications du genre Agrobacterium étaient fondées sur la pathogénie.
Ainsi, plusieurs especes ont ét¢ définies sur la base des symptomes qu’elles causent sur
plantes : A. tumefaciens, induisant la formation de tumeurs, A. vitis (Binns et Constantino,
1998), responsable d’une galle spécifique de la vigne, A. rhizogenes (Riker et al., 1930),
responsable du « hairy root », maladie caractérisée par 1’apparition d’un chevelu racinaire au
point d’infection ou encore A. rubi causant la galle sur tige chez les Rubus (framboisier,
ronce sauvage...) (Binns et Constantino, 1998). Les souches non pathogenes ont été
rassemblées au sein de I’espéce A. radiobacter. Plus récemment, une souche isolée d’une
tumeur de Ficus benjamina a permis de définir une nouvelle espéce, A. larrymoorei (Bouzar
et Jones, 2001) différenciée sur la base de sa séquence d’ADNr 16S. Ces données sur la
taxonomie ont en effet beaucoup évolué avec les méthodes moléculaires de classification.

Les bactéries du genre Agrobacterium étaient également réparties dans différents
biovars, en fonction de leurs caractéristiques métaboliques et de croissance. Dans cette
classification, A. tumefaciens correspond a un ensemble de trois biovars dont le biovar 1 qui
est le plus représenté. Des hybridations ADN-ADN ont permis d’identifier 9 especes
génomiques distinctes au sein du biovar 1 (Popoff et al., 1984). La classification classique en
espéces reste donc a étre clarifiée au sein du genre Agrobacterium.

Le génome de la souche C58 appartenant au biovar 1 d’A. tumefaciens (Wood et al.,
2001 ; Goodner et al., 2001) se compose de quatre molécules d’ADN : un chromosome
circulaire (2,84 Mb), un chromosome linéaire (2,07 Mb) et deux plasmides ; le plasmide At
(543 Kb) et le plasmide Ti (214 Kb). Les deux premiers réplicons portent les genes de
ménage, essentiels a la survie et a la croissance des bactéries. Le plasmide Ti (tumor-
inducing) porte I’ensemble des genes Vir, principaux responsables de la virulence d’A.
tumefaciens sur les plantes.

Les A. tumefaciens pathogenes, c’est-a-dire portant le plasmide Ti, infectent la plante a
la faveur d’une blessure. Le cycle de pathogénie d’A. tumefaciens peut se décomposer en
trois étapes. Dans un premier temps, la bactérie vivant en saprophyte percoit certains
composés phénoliques relachés par la plante blessée dans la rhizosphére. En réponse a ces
signaux, les bactéries se déplacent vers le site de la blessure et s’attachent aux cellules
végétales. Dans un deuxiéme temps, lorsqu’un contact direct est établi avec la plante hote, les
bactéries déclenchent le transfert d’un fragment d’ADN dans le noyau des cellules végétales.
L’ADN bactérien transféré¢ (ADN-T) va s’intégrer dans le génome de la plante et étre
exprimé par celle-ci. La troisiéme étape correspond au maintien de [’interaction.

L’information génétique portée par ’ADN-T conduit d’une part, a la synthése d’hormones
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végétales de croissance (phytohormones) entrainant la formation de tumeurs et d’autre part, a
la production de composés carbonés (les opines) utilisés spécifiquement par les bactéries
comme nutriments et source d’énergie (McCullen et Binns, 2006 ; Gelvin, 2003 ; Zhu et al.,
2000).

La blessure de la plante hote est une condition indispensable pour 1’établissement de
I’infection par A. tumefaciens. C’est a travers les signaux de stress liés a la blessure de la
plante que la bactérie reconnait son hote. La plante blessée libere dans la rhizosphere divers
composés, notamment des sucres et des composés phénoliques auxquels A. tumefaciens est
particulierement sensible. Attirée par ces composes, la bactérie progresse jusqu’a la source,
en suivant un gradient de concentration croissant par un mécanisme connu sous le nom de
chimiotactisme.

L’interaction A. tumefaciens-plante résulte donc d’une manipulation génétique naturelle
au cours de laquelle la bactérie détourne a son profit I’activité métabolique de la plante. Les
tumeurs provoquées par A. tumefaciens résultent de I’expression de I’ADN-T transféré
depuis le plasmide Ti vers les cellules individuelles de la plante (Kado, 1998 ; Zupan et al.,
2000). Les genes localisés sur ’ADN-T seront exprimés a I’intérieur des cellules végétales
infectées, la surproduction d’hormones végétales stimulant la croissance et provocant la
prolifération rapide des cellules végétales infectées et la formation de la galle (Binns et
Constantino, 1998 ; Costacurta et Vanderleyden, 1995). Les protéines responsables de la
maturation et du transfert de I’ADN-T sont codées par la région vir du plasmide Ti (de la
Cruz et Lanka, 1998 ; Johnson et Das, 1998 ; Rossi et al., 1998 ; Zhu et al., 2000). Les génes

vir ne sont pas transférés mais ils sont essentiels a la virulence.

11-2 Inducteurs des génes vir

Les génes vir ne sont pas exprimés chez les bactéries vivant en mode saprophyte. Un
processus clé de I’interaction entre la plante et Agrobacterium implique I’induction de ces
génes par des signaux végétaux. Diverses études ont montré que les génes vir sont induits par
des composés phenoliques spécifiques en combinaison avec des monosaccharides, un pH
acide et des températures en dessous de 30°C. Une coculture entre des cellules de plantes ou
de racines et une souche portant la fusion vir-lacZ montre une expression élevée de la B—
galactosidase (Stachel et al., 1985a ; Stachel et al., 1986). Deux composes isolés de cultures

de racines du tabac, 1’acétosyringone (Figure 1G) et 1’a-hydroxyacetosyringone, ont été les
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premiers composés phénoliques identifiés comme inducteurs spécifiques des genes vir
(Stachel et al., 1985b).

Les inducteurs phénoliques sont des dérives du syringol, le plus actif étant
I’acétosyringone (Tableau 2). Les analyses complémentaires de nombreux dérives chimiques
de I’acétosyringone ont montré que A. tumefaciens est capable de détecter divers composés
apparentés dont beaucoup sont ubiquitaires ou, au moins, largement répandus chez les
plantes (Melchers et al., 1989 ; Spencer et Towers, 1988). Des concentrations relativement
fortes de composés phénoliques inducteurs (de 5 a 500 pM, selon le composé) sont
nécessaires a 1’activation compléte. Ceci peut aider a comprendre la spécificité de signal
assez faible chez ce pathogene (Melchers et al., 1989 ; Spencer et Towers, 1988 ; Stachel et
al., 1985b).

TABLEAU 2 : Induction de la fusion virB::lacZ chez A. tumefaciens par des composés
phénoliques (d’apreés Lee et al., 1995)

Les souches étaient cultivées 18 h en présence de glucose 10 mM, de composés phénoliques 100 uM et a pH
5,5. L’activité B-galactosidase reflete l’expression de la fusion virB::lacZ. En absence de composé phénolique,
cette activité est inférieure a 5 unités.

B-Galactosidase activity,® units

Group Basic structure Substituents (R) Name KuU12 C58 Ab Bo542
A 'y COCH; Acetosyringone 32 259 910 1864
CHO Syringaldehyde 33 9.9 722 1373
COOH Syringic acid 39 5.4 190 823
CH=CHCOOH Sinapinic acid 56 142 657 1707
Haco OCHy H 2,6-Dimethoxyphenol 4.2 20.0 410 1208
OH
B R COCH3 Acetovanillone 157 8.1 359 1043
CHO Vanillin 9.1 34 7.0 186
COOH Vanillic acid 6.5 32 45 4.7
OCHs CH=CHCOOH Ferulic acid 167 10.9 8.5 830
oH H Guaiacol 55.7 4.5 7.4 232
C f COCH; 4-Hydroxyacetophenone 238 4.8 6.5 7.5
CHO 4-Hydroxybenzaldehyde 141 2.2 34 4.7
@ COOH 4-Hydroxybenzoic acid 35 31 25 33
CH=CHCOOH p-Coumaric acid 295 2.0 1.7 39
ON H Phenol 188 28 273 31

L’induction des genes vir par les composes phénoliques est fortement améliorée par des
monosaccharides spécifiques comme 1’arabinose, le galactose, 1’acide galacturonique, le
mannose, le fucose, le cellobiose et le xylose (Figure 6) (Ankenbauer et Nester, 1990). La
plupart de ces sucres sont les monomeres de polysaccharides présents dans la paroi végétale.
Leur effet sur I’induction des génes vir est prononcé surtout aux basses concentrations en
inducteurs phénoliques. Les acides galacturonique et glucuronique montrent la plus forte
activité, ayant un effet a des concentrations aussi faible que 100 uM (Ankenbauer et Nester,
1990).
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FIGURE 6 : Structure des monosaccharides inducteurs des génes vir d’A. tumefaciens
Ces composés provoquent une plus forte induction de la fusion virB::lacZ en présence d’acétosyringone 2,5 pM
(d’apres Ankenbauer et Nester, 1990).

La combinaison des composés phénoliques, des monosaccharides et d’une certaine
acidité, est nécessaire a 1’induction du régulon vir. Ces conditions reflétent la composition
chimique de la seve au site de la blessure. Les composés phénoliques libérés jouent un réle
de protection contre les pathogénes potentiels (Dixon et Paiva, 1995). Ces métabolites sont
produits en grande quantité sur les sites de blessures, surtout par les cellules responsables de
la synthése de lignine ou de la réparation de la paroi végétale. Les sucres inducteurs sont
présents aux sites de blessures car ils résultent de la dégradation des polysaccharides de la
paroi végétale. Ils peuvent étre produits par ’activité enzymatique de glycosidases végétales.
La seve des blessures a également tendance a étre acide, suite a la libération de composés
acides a partir des vacuoles des cellules végétales (acides phénoliques, acides uroniques)
(Douglas, 1996). Ces blessures peuvent étre causées par des agents extérieurs, comme des
herbivores ou une gelée. Elles peuvent aussi résulter de la déstructuration du tissue durant la
croissance normale de la plante, par exemple de fissures produites au site d’émergence des

racines secondaires.
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11-3 Les réqulateurs des genes vir : VirA-VirG

L’activation des génes Vvir a lieu au stade le plus précoce du cycle infectieux d’A.
tumefaciens (reconnaissance de la plante hote). L’expression de ces génes est controlée par
un systéeme faisant intervenir trois protéines situées dans différents compartiments: la
protéine transmembranaire VirA, la protéine cytoplasmique VirG et la protéine
périplasmique ChvE. L’activation par ces protéines correspond aux trois types de signaux
chimiques identifiés: composés phénoliques, monosaccharides et pH.

Les protéines VirA et VirG correspondent & un systéme a deux composantes nécessaire
a ’induction des genes vir (Figure 7) (Stachel et Zambryski, 1986). La protéine VirA est une
histidine kinase traversant la membrane interne (Leroux et al., 1987). En présence du signal,
la kinase VirA phosphoryle le régulateur de réponse VirG qui pourra activer la transcription
des génes vir (Heath et al., 1995 ; Stock et al., 2000 ; Winans, 1990 ; Winans et al., 1986).
La kinase VirA est un dimére, en présence ou en absence de I’inducteur (Pan et al., 1993).
Chaque sous-unité est composée de 4 domaines : le domaine périplasmique et trois domaines
cytoplasmiques incluant un «linker », une kinase et un récepteur (Figure 7) (Chang et
Winans, 1992 ; Leroux et al., 1987). L’activité kinase de VirA est influencée par les stimuli
inducteurs détectés par les domaines périplasmique et linker. Les protéines VirA tronquées
dont les régions périplasmiques et transmembranaires ont été supprimées ne sont pas
capables de détecter la présence de monosaccharides mais peuvent encore détecter les
signaux phénoliques et acide (Chang et Winans, 1992). Le domaine périplasmique de VirA
est nécessaire a la détection des monosaccharides mais cette reconnaissance se fait par
I’intermédiaire de ChvE (voir ci-dessous).

Les composés phénoliques et 1’acidité sont percus au niveau du domaine linker de
VirA. Une protéine VirA tronquée, contenant seulement le linker et la kinase, est capable de
détecter les composés phénoliques et 1’acidité in vivo (Chang et Winans, 1992). Au contact
de l’acétosyringone, la protéine VirA s’autophosphoryle. La détection de ce signal par le
linker d’une sous-unité du dimére VirA va activer la kinase de 1’autre sous-unité. C’est ainsi
phosphorylée que VirA pourra activer par phosphorylation le régulateur VirG.

Il reste une polémique sur la fagon dont VirA détecte le signal phénolique, directement
ou par l’'intermédiaire d’une autre protéine qui fixerait les composés phénoliques et
communiquerait ce signal a VirA. En effet, une étude a montré qu’un composé phénolique
marque radioactif ne se fixe pas sur VirA mais peut se fixer a deux petites protéines (Lee et
al., 1992).
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FIGURE 7 : Régulation des génes de virulence d’A. tumefaciens par des signaux de la plante
héte (d’aprés Brencic et Winans, 2005)

(A) Cascade régulatrice des genes vir impliquant le systéme a deux composantes VirA VirG et la protéine ChvE.
VirA est une histidine kinase transmembranaire qui détecte des composés phénoliques, des sucres, et un pH
acide, puis phosphoryle le régulateur de réponse VirG. Le pH acide et les composés phénoliques sont détectés
par le domaine linker de VirA, alors que les sucres sont détectés par la protéine périplasmique ChvE. En
entrant en contact avec le domaine périplasmique de VirA, ChvE augmente ’activité inductrice des composés
phénoliques. Le régulateur VirG phosphorylé se fixe sur I’ADN pour activer la transcription des genes vir et de
’opéron repABC nécessaire a la réplication du plasmide pTi.

(B) Modéle de régulation de ’activité kinase du dimére VirA. VirA est une protéine dimérique. Chaque sous
unité comporte les domaines périplasmique, linker, kinase et récepteur. Chaque domaine kinase est divisé en
sous domaines « donneur », qui contient le site de liaison de ATP, et « accepteur », qui contient le résidu His
site de ’autophosphorylation. Dans le dimére VirA, le sous domaine donneur de chaque sous unité interagit
avec le sous domaine accepteur de la sous unité opposée. Les signaux environnementaux sont transmis depuis
les domaines périplasmique et linker d’une sous unité a un complexe contenant le sous domaine donneur de la
méme sous unité et le domaine accepteur de la sous unité opposée. De la méme facon, le domaine récepteur
de chaque sous unité inhibe le complexe formé du sous domaine donneur de la méme sous unité et du
domaine accepteur de la sous unité opposée.

Cependant, les preuves génétiques suggerent que VirA est le récepteur direct (Lee et
al., 1996). Dans la souche d’A. tumefaciens KU12, les génes vir ne sont pas induits par des
composés phénoliques contenant les groupes 4'-hydroxy, 3'-methoxy et 5-methoxy, comme
I’acétosyringone. Par contre, ils sont induits par des composés phénoliques contenant un seul
groupe 4'-hydroxy, comme la 4-hydroxyacétophénone, qui n’agit pas sur les génes vir

d’autres souches. En transférant les différents plasmides Ti de ces souches a une méme
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réceptrice, la specificité de reconnaissance a pu étre attribuée au plasmide Ti et, plus
précisement, au gene virA (Lee et al., 1995). Les protéines VirA de différentes souches d’A.
tumefaciens sont donc un élément essentiel de la reconnaissance spécifique des composés
phénoliques.

La phosphorylation du régulateur VirG sur le résidu conservé Asp52 modifie cette
protéine en une forme capable d’activer la transcription des génes vir (Heath et al., 1995 ; Jin
et al., 1990). Le régulateur VirG phosphorylé se fixe sur I’ADN, en reconnaissant les boites
vir qui se trouvent en amont des promoteurs des geénes cibles. Les boites vir sont
généralement centrées de 40 a 80 nucléotides en amont du site de démarrage de la
transcription (Jin et al., 1990). Le motif hélice-tour-hélice fixant I’ADN est localisé dans le
domaine C-terminal de VirG. Ce domaine peut se fixer sur la boite vir en absence du

domaine receveur N-terminal (Powell et Kado, 1990).

11-4 Implication de ChvE dans la détection des sucres

Le mécanisme de reconnaissance des sucres est pris en charge par la protéine ChvE,
homologue aux protéines liant le galactose d’Escherichia coli (Doty et al., 1993). Ces
protéines périplasmiques liant les sucres sont en général impliquées dans leur transport (Peng
et al., 1998). ChvE est une protéine périplasmique nécessaire a la fois pour le chimiotactisme
envers les monosaccharides et leur transport (Heath et al., 1995 ; Huang et al., 1990).

Un mécanisme essentiel dans la plupart des interactions plantes-bactéries implique le
chimiotactisme bactérien vers des exsudats ou des blessures de plantes. La plante contient de
nombreux nutriments dont beaucoup agissent comme attractants pour les bactéries. Diverses
bactéries montrent une forte attraction envers des sucres, des aminoacides, des acides
dicarboxyliques, ou des composés aromatiques (Ashby et al., 1988 ; Bergman et al., 1988 ;
Caetano-Anolles et al., 1988 ; Hawes et Smith, 1989 ; Parke et al., 1987 ; Robinson et Bauer,
1993). Chez Azospirillum brasilense, une protéine homologue de ChvE est nécessaire au
chimiotactisme envers les sucres. Cette protéine, nommeée ShpA, a été decouverte lors de la
recherche de génes induits par les plantes (Van Bastelaere et al., 1999). Les sucres libérés par
la plante vont induire 1’expression des genes impliqués dans leur acquisition et leur
catabolisme. La protéine ChvE d’A. tumefaciens, en plus de son rdle dans le chimiotactisme,
est impliquée dans 1’entrée du glucose et du galactose. Le geéne chvE fait partie d’un opéron
codant pour un systéme de transport de type ABC dont la transcription est induite par ces

monosaccharides (Kenmer et al., 1997). L’induction de cet opéron dépend du produit du
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géne gbpR transcrit de fagon divergente et qui code un régulateur de la famille LysR (Doty et
al., 1993).

Les mutants chvE deviennent incapables de détecter la présence de monosaccharides
mais 1’expression des génes Vir reste sensible aux composés phénoliques. En présence de
sucres, I’interaction avec ChvE augmente la sensibilit¢é de VirA a 1’acétosyringone. Une
analyse génétique utilisant des mutations suppresseur a montré que ChvE interagit
directement avec le domaine périplasmique de VirA (Shimoda et al., 1993). Ceci suggére que
les sucres sont détectés a travers la protéine ChvE qui transmet ce signal a VirA. Des mutants
chvE ou du domaine périplasmique de VirA sont affectés pour I’induction des génes vir, ils
ont une gamme d’hotes limitée par rapport a celle de la souche sauvage (Doty et al., 1996).
Par contre, lorsque ChvE est fortement exprimée chez A. tumefaciens, la sélectivité de VirA
va s’étendre a d’autre composés phénoliques n’ayant normalement qu’un faible pouvoir
inducteur (Peng et al., 1998). La formation du complexe ChvE/VirA va permettre de
répondre, en présence de sucres, a de faibles concentrations en composés phénoliques moins
spécifiques. Si ChvE n’est pas activée, VirA ne sera sensible qu’aux fortes concentrations en
composés phénoliques spécifiques.

Lorsque la présence de sucres est détectée par ChvE, I’information est transmise au
domaine périplasmique de VirA par une interaction directe. Par la suite, ce signal doit
atteindre le domaine kinase cytoplasmique de VirA. La région transmembranaire entre le
domaine périplasmique et le domaine linker (TM2) de VirA est impliquée dans la
transmission du signal sucre a travers la membrane interne, du périplasme vers le cytoplasme
(Wang et al., 2002).

11-5 Détection de ’acidité

L’acidité du milieu externe est le troisiéme élément intervenant dans 1’activation des
génes vir d’A. tumefaciens (Gao et al., 2005). C’est un signal important dans la détection de
la plante hote. Les plantes secrétent dans le sol une grande diversité des composés participant
a I’acidification de la rhizosphére. De méme, le liquide apoplastique du tissu végétal est
acide, avec un pH variant entre 5 et 6,5 (Grignon et Sentenac, 1991 ; Marschner, 1995).

Le systtme de deux composés ChvG-Chvl d’A. tumefaciens régule 1’expression de
divers génes induits par un pH acide. ChvG semble étre le senseur global qui va détecter,
directement ou indirectement, 1’acidité extracellulaire (Li et al., 2002). Un pH compris entre

4,8 et 5,5 est optimum pour induire I’expression du systéme a deux composantes ChvG-Chvl
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(Yuan et al., 2008) Ce systeme a été découvert lors de la recherche de genes de virulence
localisés sur le chromosome d’A. tumefaciens (Charles et Nester, 1993). Les mutations dans
les genes chvG et chvl suppriment la tumorigénése et sensibilisent les bactéries au pH acide
(Charles et Nester, 1993 ; Mantis et Winans, 1993). Parmi les génes dont I’expression induite
par un pH acide est controlé par le systeme ChvG-Chvl, se trouve le géne virG dont le
produit active le régulon vir (Mantis et Winans, 1993), le géne aopA codant une protéine de
la membrane externe exposée en surface, et le gene katA codant une catalase importante
pour la détoxification de H,O; libéré pendant I’infection de la plante hote (Li et al., 2002).

La syntheése du régulateur VirG est donc favorisée a pH acide. Cet effet s’ajoute a
I’effet direct de 1’acidité au niveau de VirA. Les deux mécanismes vont conduire a une

augmentation de 1’expression des génes vir.

11-6 Métabolisme des composés phénoligues

Les composés phénoliques, le signal majeur de 1’induction des génes de virulence, sont
métabolisés par VirH2, produit d’un des génes vir d’A. tumefaciens (Brencic et al., 2004;
Kalogeraki et al., 1999). Le géne virH2 n’est pas nécessaire & la formation de tumeurs. La
protéine VirH2 appartient a la famille des cytochromes de type P-450, elle catalyse la O-
déméthylation de groupements méthoxyl des inducteurs phénoliques. Les produits
déméthylés par VirH2 sont beaucoup moins toxiques pour les bactéries que les substrats.
VirH2 jouerait donc un role dans la détoxification de ces composés. Peu de ces composes
phénoliques inducteurs sont totalement catabolisés par les bactéries (Figure 8), seule la
vanilline et ses dérivés sont utilisés comme source de carbone et d’énergie par A.
tumefaciens. VirH2 est alors la premiere étape de ce catabolisme. Les produits de réactions
sont completement inactifs comme inducteurs. Par exemple VirH2, convertit 1’acide
férulique, un bon inducteur, en acide cafféique non-inducteur. Le role de VirH2 serait alors
de limiter la durée de I’induction, en effet la synthése de plus de 30 protéines Vir est un
processus trés colteux pour la cellule. Par contre, 1’acétosyringone qui est le meilleur
inducteur connu des génes vir est aussi le plus mauvais substrat de VirH2, montrant un taux
de déméthylation tres lent. L’acétosyringone semble €tre un métabolite rare, décrit seulement
chez le tabac. Au contraire, les acides férulique et sinapinique et les alcools coniféryl et
sinapyl sont trouvés dans toutes les plantes examinees et leur synthese est induite par des
blessures (Dixon et Paiva, 1995). Le fait que ces inducteurs des genes vir les plus abondants

soient de bons substrats de VirH2 suggere que cette enzyme peut jouer un rdle important
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pour éteindre I’induction. VirH2 serait donc impliquée dans I’inactivation des signaux
inducteurs des génes vir, dans la détoxification des sites infectés et dans I’utilisation des
composés phénoliques comme nutriments pour la croissance. Tous ces réles semblent étre

importants pour la survie et la multiplication d’A. tumefaciens au site d’infection.

ALCOHOL ALDEHYDE i
DEHYDROGENASE  DEHYDROGENASE virz PeaGH PeaBCDIF
CH,0H GHO COCH COOH COCH
a 9 ) ) ) ; TCA Cycle
)‘Y\‘ocus C‘ocna OCH, @OH @OOH Intermediates
OH OH OH OH sis .08.0: bo
. - . 15, Cis-3-carboxy
Vanillyl alcohol Vanillin Vaniliate Protocatechuate muconate
CH=CH-CH,OH CH=CH-CHO CH=CH-COOH CH=CH-COOH
OCH, OCH, @oc:-s, OH
OH CH CH
Conifery! alcohol Ganiferyl adehyde Ferulate Caffeate
CH=CH-CH,0H CH=CH-CHO H=CH-COOH CH=CH-COOH
H,CO OCH, H.C CH, H,CO OCH, HO CH
OH QOH OH OH
Sinapy! alcohol Sinapin aldehyde Sinapinate 3,4,5-triOH-cinnamate

Figure 8 : Métabolisme des inducteurs phénoliques des génes vir (d’aprés Brencic et al., 2004)
Premiére ligne : voie de dégradation de ’alcool vanillique, de la vanilline et du vanillate. L’opéron pca,
nécessaire au catabolisme du protocatéchuate, est localisé sur le chromosome d’A. tumefaciens (Parke,
1995). L’oxydation en deux étapes de ’alcool vanillique a été décrite chez d’autres bactéries (Priefert et al.,
2001).

Seconde ligne : conversion en trois étapes de [’alcool coniférylique en cafféate.

Troisieme ligne : conversion en quatre étapes de ’alcool sinapylique en 3,4,5-triOH-cinnamate.

Les deux déshydrogénases permettant |’oxydation de ces composés phénoliques ne sont pas identifiées chez A.
tumefaciens, mais elles sont exprimées dans les souches sans plasmide Ti. Le cafféate et le 3,4,5-triOH-
cinnamate ne sont pas métabolisés chez A. tumefaciens. Les réactions de déméthylation (deux réactions
séquencielles dans le cas du sinapinate) sont catalysées par VirH2 (Brencic et al., 2004).

7 Autres composés affectant I’interaction plante-Agrobacterium

De nombreuses hormones végétales sont impliquées dans le maintien des tumeurs dues
a A. tumefaciens. L’acide indol-acétique (AIA) et la cytokinine jouent un role dans la
différenciation du réseau vasculaire de la tumeur (Scarpella et al., 2006). La surproduction de
ces deux phytohormones dans la tumeur induit la synthése de précurseurs de I’éthyléne ayant
un role fondamental dans la vascularisation de la tumeur (Deeken et al., 2006). De plus,
I’éthyléne déclenche la biosynthése d’acide abscissique, composé important pour la
protection des tumeurs contre la secheresse, éventuellement aux dépens de la plante héte.
D’une part, il limite les pertes d’eau dans la tumeur en renforgant leur surface et d’autre part,

il contribue a la réorientation du flux d’eau des racines vers la tumeur en régulant les génes
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de stress pour augmenter le potentiel osmotique dans la tumeur, notamment via
I’accumulation de proline (Efetova et al., 2007). Le développement de la tumeur
s’accompagne d’une ¢élévation du niveau de divers métabolites de stress comme la proline ou
I’acide gamma-aminobutyrique (GABA) (Deeken et al., 2006). L’accumulation de proline
est une réponse physiologiqgue commune a de nombreux stress biotiques et abiotiques, cet
acide amine est en particulier impliqué dans la réponse au stress osmotique. La proline est
présente dans la tumeur selon un gradient de concentration allant en croissant du centre vers
la périphérie de la tumeur (Wéchter et al., 2003). L’accumulation de GABA chez les plantes
est fortement stimulée en condition de stress. Dans la tumeur, son accumulation pourrait

provenir du glutamate, précurseur de la proline.

11-8 Interférences entre molécules végétales et réqulation de type quorum sensing

Chez les bactéries associées aux plantes, de nombreux facteurs de virulence induits en
réponse a des composés veégétaux sont aussi contrdlés par le quorum sensing (chapitre 111-4).
Les systemes de quorum sensing sont basés sur la production de molécules signal diffusibles
qui s’accumulent dans I’environnement jusqu’a atteindre un niveau seuil qui déclenche la
réponse des bactéries. Les molécules de la famille des N-acyl-homosérine lactones (AHL)
sont les signaux du quorum sensing les plus répandus chez les bactéries a Gram négatif. A.
tumefaciens est I’une des rares bactéries produisant a la fois des enzymes de synthese et de
dégradation des AHL. En effet, la bactérie produit deux lactonases, AiiB (Carlier et al.,
2003) et AttM (Zhang et al., 2002) capables d’inactiver ces signaux par hydrolyse du noyau
lactone (Figure 9). AiiB et AttM appartiennent a la superfamille des métallohydrolases
nécessitant du zinc comme co-facteur.

Le géne attM est localisé sur le plasmide At, c’est le dernier géne de 1’opéron attkKLM
(Carlier et al., 2003 ; Zhang et al., 2002) dont I’expression est controlée par un régulateur
transcriptionnel de la famille IcIR, Att) (Zhang et al., 2004). Le gene attJ est situé en amont
de ’opéron attKLM et transcrit de facon divergente. La protéine AttJ se lie spécifiqguement au
promoteur de 1I’opéron attKLM (Chai et al., 2007). Outre 1’activité de dégradation des AHL
via AttM, les protéines codées par I’opéron attKLM sont impliquées dans la voie
d’assimilation de la y-butyrolactone et du y-hydroxybutyrate (Carlier et al., 2004). Dans cette
voie, AttM ouvre le noyau y-butyrolactone pour produire du y-hydroxybutyrate, qui lui-
méme est hydrolysé via AttL en semi-aldéhyde succinique (toxique chez la plante), puis

transformé en acide succinique par AttK.
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Figure 9 : Effet de molécules végétales sur la modulation de la régulation de type quorum
sensing chez A. tumefaciens (d’apreés les travaux de Haudecoeur et al., 2009)

(A) Lors d’une blessure, les composés phénoliques (phé) libérés par la plante activent |’expression des genes
vir d’A. tumefaciens provocant le transfert de son ADN-T aux cellules végétales. La bactérie percoit, via le
transporteur ABC Bra, ’acide gamma-aminobutyrique (GABA) accumulé au site de la blessure par la plante. Le
GABA stimule U’expression de la lactonase AttM dont ’action perturbe la signalisation quorum-sensing, en
dégradant les signaux acylhomoserine lactones (AHL). L’acide salicylique (sal), accumulé plus tardivement par
la plante, active U’expression de l'opéron attKLM mais entre aussi en compétition avec les composés
phénoliques pour inhiber !’expression des genes vir.

(B) Dans la tumeur émergente, les opines sont synthétisées par la plante a partir de genes transférés de
UADN-T. Ces composés entrent dans les bactéries via le transporteur ABC Acc et activent la cascade de
signalisation quorum-sensing en induisant la synthése des AHL par Tral. L’effet de l’acide indole-3-acétique
(AlA), auxine synthétisée par des génes de UADN-T, s’ajoute a celui de ’acide salicylique pour inhiber
’expression des génes vir. De plus, dans la tumeur vieillissante, la proline produite entre en compétition avec
Uentrée du GABA pour empécher induction de la lactonase AttM.

Chacun des intermédiaires de cette voie d’assimilation, excepté le produit final, I’acide
succinique, sont des inducteurs de 1’opéron attKLM. Une étude récente (Chai et al., 2007)
suggeére que le semi-aldéhyde succinique est le véritable inducteur de 1’expression de cet
opéron. Il agirait en bloquant I’activité du répresseur Att] (Wang et al., 2006a). De plus, un
role de la plante hote dans 1’expression de 1’opéron attKLM a été mis en évidence : le GABA
et I’acide salicylique, accumulés au site de blessures de la plante, induisent également
I’expression de I’opéron attKLM (Figure 9) (Chevrot et al., 2006 ; Yuan et al., 2007). Dans
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ces conditions d’induction, A. tumefaciens n’accumule plus I’AHL qu’elle synthétise
naturellement car elle devient capable d’inactiver ces signaux.

AiiB est code par un géene du plasmide Ti (Carlier et al., 2003) portant également les
génes tral et traR, respectivement liés a la syntheése et a la perception du signal AHL. Cette
lactonase est active dans les tumeurs. Lorsque la tumeur se forme, des opines (octopine,
nopaline, agrocinopines A et B) sont synthétisées par la plante grace aux génes bactériens
présents sur I’ADN-T transféré, ces composés sont impliquees dans la nutrition des bactéries
mais peuvent aussi jouer un role de signal. En particulier, les opines activent I’expression de
tral et donc la synthese d’AHL (Figure 9). En paralléle les agrocinopines A et B induisent
I’expression du géne aiiB qui limite 1’accumulation d’AHL dans le milieu. Cette induction
nécessite un transport Acc fonctionnel permettant 1’entrée des agrocinopines. La lactonase
AiiB joue donc un r6le de modulateur de la signalisation quorum sensing lors de la
colonisation de la plante. L’implication d’AttM est plutdt liée a I’infection du site blessé. Les
lactonases AttM et AiiB sont donc régulées par différents signaux végétaux et impliqués a

différentes étapes de I’interaction A. tumefaciens — plante (Haudecoeur et al., 2009).

I11. Induction des phytotoxines de Pseudomonas syringae

Les modeles d’interactions avec les plantes impliquant les bactéries des genres
Rhizobium et Agrobacterium ont pendant longtemps été les plus étudiés. Ces derniéres
années, les mécanismes d’interactions impliquant un systéme de sécrétion de type Il (T3SS)
ont beaucoup intéressés les phytopathologistes car ces bactéries sécrétent des protéines
directement dans les cellules végétales, modifiant ainsi leur physiologie. Pseudomonas
syringae présente une virulence multifactorielle et est un bon exemple de ces nouveaux

modeles d’étude.

-1 Les symptdmes et les facteurs de virulence de P. syringae

Les symptomes de maladies dues a P. syringae sont nombreux et semblent parfois
atypiques (Figure 10). Les symptomes dépendent de I’espéce de plante infectée, de la partie
de plante infectée, de la souche de P. syringae et de I’environnement. Une variété de
symptdmes est associée aux plantes ligneuses infectées par P. syringae pv. syringae. Plus
d’un symptdme peut apparaitre simultanément sur une plante. Des taches ou des nécroses se

forment sur les feuilles, elles sont d'apparences trés diverses selon la souche et 1’hdte. Un
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seul rameau peut étre touché ou plusieurs branches ou tout I'arbre (y compris les racines). Les
bourgeons floraux deviennent noirs. Les fruits sont aussi infectés. Les veines des feuilles et
les pétioles noircissent en conséquence d’une invasion systémique. Les chancres produisant
un exsudat foncé sont un des symptémes les plus caractéristiques. lls sécretent une substance
collante, la gomme, accompagnee parfois de fentes verticales ou d'un décollement de
I'écorce. Des coulées importantes d'exsudat peuvent étre visibles le long du tronc. Si les
chancres continuent a s’¢largir, ils peuvent causer la mort d’une branche ou de I’arbre entier.
Quand les tissus autour d’une zone du chancre sont 6tés, le tissu en dessous apparait rouge-
brun. Les plantes affectées les plus communément et les plus grievement par P. syringae sont
des arbres : érables, cornouillers, noisetiers, magnolias, lilas, trembles, tilleuls, myrtilles,
abricotier, pommier, poiriers, et citronnier. Ces bactéries causent des pertes économiques
importantes en attaquant des arbres fruitiers mais aussi des plantes potageres (tomate, tabac,
concombre, haricot, pois, soja). Diverses études montrent la nature trés répandue de cette
maladie. Ses effets ont aussi été étudiés chez la plante modéle Arabidopsis thaliana.

Dans le cas des plantes annuelles cultivées, les bactéries sont probablement présentes
dans le sol ou sur les graines, car elles colonisent d'abord I'extérieur de la plante. Elles
peuvent infecter les cellules végétales de surface ou simplement coloniser la partie externe de
la plante sans endommager le végétal qui n'est alors qu'un support.

Les bactéries peuvent ensuite pénétrer par des blessures et entamer une seconde phase
de croissance dans I’apoplaste (ensemble des espaces intercellulaires), ou dans les tissus
sous-corticaux (sous I’écorce) quand il s'agit d'un arbre. De trés nombreux variants de P.
syringae existent : plus de 40 pathovars sont connus. Les populations de cette bactérie co-
évoluent depuis tres longtemps avec les plantes. La mise en contact de bactéries et de plantes
qui ont connu une évolution divergente dans des régions éloignées peut favoriser des souches
qui apparaissent hautement virulentes faute de protection génétiquement programmeée chez
leurs hotes.

Les principaux facteurs de virulence et d’interaction avec la plante de P. syringae sont
sécretes par un systeme T3SS (Hrp). Diverses souches possédent également des déterminants
de la virulence ne dépendant pas du systeme de sécrétion T3SS. Par exemple, les
phytotoxines ne sont pas indispensables pour la pathogénie mais elles augmentent
I’agressivité des souches (Bender et al., 1999). Pour deux phytotoxines, la coronatine et la
syringomycine, des signaux végetaux spécifiques sont détectés par les bactéries productrices
de toxines. Ces signaux sont responsables de ’expression des génes de biosynthése des

toxines.
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FIGURE 10 : Interaction entre Pseudomonas syringae et plantes hotes

(A) Symptomes causés par P. syringae : nécrose brune sous-corticale, écoulement de gomme, décollement de
’écorce, taches nécrotiques.

(B) Induction de la production de phytotoxines par des signaux végétaux chez Pseudomonas syringae pv.
syringae (d’aprés Wang et al., 2006b). L’expression des génes de biosynthése de syringomycine (syr) et
syringopeptine (syp) est induite par des molécules végétales, et les toxines sont sécrétées par un systéme de
sécrétion de Type | (TISS). Les enzymes «nonribosomal peptide synthetases» impliquées dans la synthese de
syr et syp sont représentées par Esyr et Esyp, respectivement.
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-2 Induction de la synthése de la syringomycine

La syringomycine est une toxine formant des pores qui s’insére dans la membrane
plasmique de la plante et induit un flux d’ions, provoquant la lyse des cellules et la nécrose
des tissues végétaux (Hutchison et Gross, 1997 ; Hutchison et al., 1995). La biosynthése de
cette phytotoxine est codée par le cluster de genes syr localisé sur le chromosome (Bender et
al., 1999 ; Guenzi et al., 1998). L’induction des geénes de biosynthése de la syringomycine a
¢été détectée pendant I’infection de cerises immatures (Mo et Gross, 1991). Les premiers
signaux responsables de I’induction sont des B-glycosides phénoliques spécifiques, dont
I’arbutine (Figure 11). Ces composés sont abondants dans les feuilles, I’écorce et les fleurs de
nombreuses especes de plantes parasitées par P. syringae pv. syringae (Mo et al., 1995 ; Mo
et Gross, 1991). Les dérivés aglycone de ces composés sont inactifs comme inducteurs,
suggérant que la liaison beta-glycosidique est nécessaire a 1’activité du signal.

Les sucres spécifigues communs dans les tissus de plantes, y compris le fructose, le
mannose et le saccharose, augmentent jusqu'a 5 fois I’expression des génes syr (Mo et al.,
1995 ; Mo et Gross, 1991). L’effet de ces sucres est plus important a basses concentrations de
glycosides phénoliques (de 1 a 10 uM). Ceci suggére que les sucres augmentent la sensibilité
de P. syringae pv. syringae au signal phénolique. Ceci rappelle fortement la détection de
composés phénoliques par A. tumefaciens, bien que la spécificité de sucre soit différente. Un
facteur prédisposant a I’infection par P. syringae pv. syringae est la blessure par le froid
(Gross et al., 1984). Ceci peut provoquer une brusque libération des sucres associés aux
tissus végétaux, aussi bien que des signaux glycosidiques, leur réserve étant compartimenté
dans les vacuoles (Mo et al., 1995). Les mécanismes permettant la détection des composés
phénoliques et des sucres et I’activation de 1’expression de 1’opéron syr restent mal connus.

La production de syringomycine par P. syringae pv. syringae est controlée par les deux
génes régulateurs salA et syrF. Les protéines SalA et SyrF appartiennent a la famille LuxR et
ressemblent aux protéines de cette famille quant a leurs propriétés de dimérisation et
d’interaction avec I’ADN au niveau des régions promoteurs des genes cibles (Wang et al.,
2006a). SyrF active directement les genes syr-syp par liaison avec leur promoteur. L’effet de
SalA sur D’expression de ces genes se fait de fagcon indirecte, par une fixation sur le
promoteur du geéne régulateur syrF. Un systeme de régulation a deux composants GacS-
GacA joue aussi un réle important dans la régulation de la biosynthese de la syringomycine,
en controlant I’expression du géne régulateur salA. C’est donc une cascade de régulation
impliquant GacA-GacS puis SalS puis SyrF qui permet 1’activation des génes de biosynthése
de la syringomycine chez P. syringae.
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FIGURE 11 : Structure de composés phénoliques activant le géne syrB de P. syringae pv.
syringae (d’apreés Bender et al., 1999)

L’arbutine est trouvée dans de nombreuses plantes, dont le poirier.

Les glycosides flavonol (quercétine 3-rutinosyl-49-glucoside et kaempférol 3-rutinosyl-49-glucoside) et les
glucosides flavanone (dihydrowogonine 7-glucoside) sont abondants dans les feuilles de cerisiers.

-3 Induction de la synthése de la coronatine

La coronatine est une phytotoxine non spécifique de I’héte, induisant une chlorose. Elle
est produite par diverses souches de P. syringae (Figure 12) (Gnanamanickam et al., 1982 ;
Mitchell et al., 1983). Les genes cor permettant la biosynthése de la coronatine sont
fortement induits par des extraits bruts ou du fluide intercellulaire de feuilles de tomates. Les
composés actifs de cette induction ont été identifiés comme étant I’acide malique et 1’acide
citrique, avec une contribution mineure des acides shikimique et quinique (Li et al., 1998).

Ces deux derniers composés sont des intermédiaires de la voie de I’acide shikimique, qui est
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la voie primaire de synthése de la phénylalanine et des composes phénoliques chez les
plantes. Plusieurs autres composés, y compris le glucose et 1’inositol activent aussi les génes
de coronatine quand ils sont ajoutés a forte concentration (de 3 a 5 mM). Toutefois, I’acide
shikimique et I’acide quinique (Fig. 11 et J) sont les seuls intermédiaires & montrer de
I’activité a une concentration inférieure a 0,1 mM. Aucun de ces acides ne peut étre utilisé
comme source de carbone par P. syringae. L’activité signal de 1’acide shikimique est
augmentée 10 fois en présence de bas niveaux de glucose. Toutes ces données suggerent que
les deux acides sont les vrais signaux inducteurs des génes cor. Les mécanismes permettant

I’induction de la transcription des génes de toxine par ces composés ne sont pas connus.
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FIGURE 12 : Voie de biosynthése de la coronatine chez P. syringae pv. glycinea (d’aprés Bender
et al., 1999)

La coronatine (COR) est formée d’un polykétide, I’acide coronafique (CFA), couplé par une liaison amide a un
dérivé d’acide aminé, l’acide coronamique (CMA). L’acide coronafique est synthétisé sous forme de
polykétide branché a partir de 3 unités acétate, une unité pyruvate, et une unité butyrate. L’acide
coronamique est un dérivé cyclisé de la L-isoleucine, synthétisé via la L-alloisoleucine. Les analogues CFA-ile
et CFA-aile résultent de la formation d’une liaison amide entre l’acide coronamique et un précurseur de
’acide coronamique, ’isoleucine ou ’alloisoleucine.

La synthése de la coronatine est aussi trés dépendante de la température, avec une
expression optimale a 18°C. Cette thermorégulation est contrdlée par un systeme de
régulation a deux composants atypique composé d’une histidine kinase CorS, d’un activateur

de la transcription CorR et d’un modulateur CorP (Smirnova et al., 2002). CorS jouerait le

role d'un thermomeétre membranaire permettant I’activation du géne de biosynthése de la
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coronatine au moment ou la plante y est le plus vulnérable, par temps froid. Le facteur Sigma
alternatif HrpL, nécessaire a I’expression des genes du T3SS, participe aussi a la régulation
de la biosynthése de coronatine en agissant sur le géne corR. Inversement, CorR est impliqué
dans I’expression du géne hrpL indiquant un r6le majeur de ces deux systémes de régulation

de la virulence chez P. syringae (Sreedharan et al., 2006).

11-4 Réqulation globale des phénotypes associés aux plantes

L’expression des génes bactériens impliqués dans 1’interaction plante-microbe est
contr6lée par différents signaux moléculaires végétaux, mais aussi par des facteurs
environnementaux typiques de 1’habitat plante. Les voies de régulation permettant la réponse
a des signaux spécifiques sont donc généralement intégrées dans des réseaux de régulation
plus généraux. La capacité des bactéries a répondre a ces signaux dépend de régulateurs
globaux dont les mécanismes de quorum sensing et le systeme GacA-GacS.

Chez plusieurs bactéries associées aux plantes, des phénotypes induits en réponse a de
signaux spécifiques végetaux sont eégalement controlés par le quorum sensing. Cette
régulation est basée sur la production par les bactéries de signaux moléculaires diffusibles
souvent nommés autoinducteurs. Ces molécules s’accumulent dans 1’environnement et
déclenchent une réponse bactérienne quand elles dépassent une concentration critique (Fuqua
et al., 1994). Le mécanisme de quorum Sensing permet aux bactéries d’exprimer certains
génes uniquement lorsque la population atteint une forte densité cellulaire (Fuqua et al.,
1994). Les signaux les plus communs chez les bactéries Gram-négatives sont des molécules
de la famille des N-acylhomosérine lactones (AHL). Le contrdle des genes de virulence par
la densité cellulaire permet le déclenchement de I’infection lorsqu’il y a un nombre suffisant
de bactéries pour éviter ou dépasser les systemes de défense de la plante hote (Whitehead et
al., 2001). Plus récemment, il a été proposé que le réle primaire des autoinducteurs sécrétés
serait d’estimer le taux de diffusion local, caractéristique qui varie dans le
microenvironnement des cellules (Redfield, 2002).

Le systeme a deux composantes GacS-GacA existe chez de nombreuses bactéries
associéees aux plantes et joue un réle important chez les genres Pseudomonas (chapitre 111) ou
Erwinia (chapitre 1V). Le systeme GacS-GacA contrdle une grande variété de phénotypes
comme la synthese d’enzymes extracellulaires et de métabolites secondaires nécessaires a
I’interaction. GacS est une histidine kinase transmembranaire, contenant un domaine

périplasmique, un domaine kinase cytoplasmique, et un domaine récepteur (Heeb et Haas,
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2001). En réponse a des signaux environnementaux, GacS s’autophosphoryle puis transfére
la phosphorylation vers le régulateur GacA (Zuber et al., 2003). La nature du signal percu par
GacsS est inconnue. Quand les bactéries sont en culture, les phénotypes dépendant de GacS-
GacA sont exprimés surtout durant la transition de la phase exponentielle a la phase
stationnaire (Heeb et Haas, 2001). L’activation du systéme GacS-GacA impliquerait donc un
mécanisme de type quorum sensing et ne dépendrait pas de la présence de signaux végétaux.
Une souche de P. fluorescens synthétise un signal extracellulaire activant des phénotypes
dépendant de GacS-GacA (Zuber et al., 2003). Cet activateur est extrait a I’aide de solvants
organiques, sa masse moléculaire est basse, mais ce n’est pas une AHL (Zuber et al., 2003).
Chez P. syringae, I’expression de gacA est élevée pour une haute densité bactérienne ou dans
un milieu minimum induisant le systéeme hrp codant le T3SS et ses effecteurs (Chatterjee et
al., 2003). L’inactivation de gacA de P. syringae réduit I’expression de nombreux
génes impliqués dans la régulation: rpoN codant un facteur sigma alternatif, hrpRS codant
un régulateur de hrpL qui contréle lui-méme 1’expression du T3SS, rpoS codant un facteur
sigma alternatif de réponse au stress, ahIR et ahlll codant le systeme de régulation du quorum
sensing , salA codant un régulateur de la virulence, corS et corR codant les régulateurs de la
biosynthese de la coronatine. Ces résultats montrent que, chez P. syringae, le systeme GacA-

Gacs est situé au sommet de la hiérarchie des régulateurs contrélant la virulence.

IV. Induction des enzymes pectinolytigues par les Erwiniae

V-1 Les pectate lyases et la macération

Le genre Erwinia, nommeé en 1920 en honneur du phytopathologiste Erwin F. Smith,
réunissait les entérobactéries pathogenes des plantes. Plus récemment, la comparaison des
séquences d’ADN 16S et les structures secondaires des ARN correspondants a conduit a
dissocier ces bactéries en quatre genres (Hauben et al., 1998): Erwinia, Pectobacterium,
Brenneria et Pantoea. De nouvelles analyses ont suggéré une classification incluant en plus
le genre Dickeya (Samson et al., 2005). Bien qu’incorrect pour certaines souche, le terme
Erwinia reste trés utilisé par la communauté de chercheurs qui attendent une classification
deéfinitive.

Erwinia chrysanthemi (ou Dickeya dadantii) et Erwinia carotovora (ou Pectobacterium

carotovorum) provoquent une maladie appelée pourriture molle (« soft-rot ») sur de
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nombreuses plantes (Figure 13) (Collmer et Keen, 1986 ; Perombelon, 2002). E.
chrysanthemi est surtout présente dans des climats tropicaux ou subtropicaux. Dans les zones
tempérées, elle infecte principalement des plantes cultivees en serre telle que le saint paulia
(Sainpaulia ionantha), hote naturel de la souche 3937 largement utilisée pour les études
génetiques. Le processus de macération implique une dépolymérisation de la paroi végetale,
qui est réalisée par une combinaison d’enzymes extracellulaires : pectate lyases (Pel), pectine
méthylesterases (Pem), pectine lyases (Pnl), polygalacturonases (Peh), cellulases (Cel) et

protéases (Prt).

FIGURE 13 : Symptomes provoqués par E. chrysanthemi
A. Pourriture de feuilles de Saintpaulia ionantha,
B. Pourriture de tiges de pomme de terre (Solanum tuberosum),
C. Pourriture de tubercules de pomme de terre.

Toutes ces enzymes, a I’exception des protéases, sont sécrétées dans le milieu externe
par un systeme de secrétion de type Il. Celui-ci est essentiel pour le pouvoir pathogene des
Erwinia, il est codé par ’opéron out (Salmond, 1994). Les protéases sont sécrétées par un
mécanisme de type I, nommé prt (Létoffé et al., 1990). Les pectate lyases jouent un réle
majeur dans le catabolisme de la pectine chez les bactéries et dans les symptdmes de
maceération du tissu végétal (Figure 14). La souche 3937 d’E. chrysanthemi produit cing
isoenzymes de pectate lyase dits majeurs car ayant une forte activité in vitro, elles sont

codées par les génes pelA, pelB, pelC, pelD et pelE. Ces genes sont organisés en deux
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clusters, pelADE et pelBC. Les protéines PelA, PelD et PelE sont homologues, de méme que
PelB et PelC, ce qui suggere que des duplications de génes récentes sont a 1’origine de ces
isoenzymes (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996). Ces pectate lyases appartiennent a la
famille 1 des polysaccharides lyases (PSL). Chaque gene pel est transcrit sous le contréle de
son propre promoteur. Aucun gene pel n’est indispensable a la virulence (Beaulieu et al.,
1993). De plus, par la délétion des cing genes pel majeurs n’¢limine pas totalement la
capacité de macération (Beaulieu et al., 1993) suggérant qu’E. chrysanthemi produit d’autres
pectate lyases capables de dégrader les tissus vegétaux, en plus de PelA, PelB, PelC, PelD et
PelE. Trois de ces genes, pelL, pell et pelZ ont pu étre identifiés grace a des tests de détection
trés sensibles de 1’activité pectate lyases ou I’identification de génes induits en présence de
pectine, ils codent des protéines de differentes familles : PSL9, PSL3 et PSL1 respectivement
(Lojkowska et al., 1995 ; Pissavin et al., 1997, Shevchik et al., 1997).
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FIGURE 14 : Les pectate-lyases: activité enzymatique et structure

(1) Clivage de l’acide a-1,4-polygalacturonique (PGA) par le mécanisme de B-élimination.

Trois groupements de l’enzyme contribuent au mécanisme catalytique: P+ neutralise la charge de l’acide
carboxylique; B est une base générale qui retire le proton de C-5; A est impliqué dans le transfert du proton
vers [’oxygéne de la liaison glycosidique, laissant une double liaison entre C-4 et C-5.

() Structure de pectinases en hélice de feuillets B paralleles (d’aprés Herron et al., 2000). La structure
secondaire prédominante de ces enzymes est une série de feuillets B. (4) pectate lyase C d’E. chrysanthemi.
(B) pectate lyase E d’E. chrysanthemi. (C) pectin lyase B d’A. niger. (D) polygalacturonase d’E. carotovora. (E)
rhamnogalacturonase A d’A. aculeatus.
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V-2 Détection des produits de dégradation de la pectine

La pectine, par intermédiaire de ces produits de dégradation, est le principal signal
provoquant I’induction des génes impliqués dans la voie de dégradation de la pectine (ou
pectinolyse). L’expression de ces genes est induite en présence du polysaccharide de base de
la pectine, le polygalacturonate (PGA) ou, moins efficacement, en présence du monomere, le
galacturonate (Figure 15). L’analyse de mutants déficients pour chacune des étapes de la
pectinolyse a permis I’identification des inducteurs vrais intracellulaires, principalement le
KDG (2-céto-3-désoxygluconate), mais aussi le DKI (5-céto-4-désoxyuronate) et le DKII
(2,5-dicéto-3-désoxygluconate) (Condemine et al.,, 1986; Hugouvieux-Cotte-Pattat et
Robert-Baudouy, 1987 ; Reverchon et Robert-Baudouy, 1987). Ces composés sont produits
par le clivage des longues chaines de polymeéres pectiques grace a un faible niveau de base
des pectate lyases, complété par I’action d’enzymes intracellulaires (Figure 15).

Le régulateur KdgR est responsable de 1’induction des génes de pectinases en présence
de pectine ou de ses métabolites (Condemine et Robert-Baudouy, 1987 ; Hugouvieux-Cotte-
Pattat et al., 1996 ; Nasser et al., 1994 ; Nasser et al., 1992). KdgR est un régulateur de tous
les génes impliqués dans le catabolisme de la pectine, du systéme de sécrétion out et d’autres
étapes associées a la pectinolyse (Condemine et al., 1992 ; Rodionov et al., 2004). KdgR
appartient a la famille IcIR de protéines régulatrices, contrélant souvent des voies
cataboliques, comme IcIR chez les entérobactéries, GIyR chez Streptomyces coelicolor, et
PobR chez Acinetobacter calcoaceticus (Reverchon et al., 1991). En absence du signal
inducteur, KdgR agit comme répresseur de 1’expression des genes cibles. Cette protéine se
fixe sous forme de dimére sur des régions de 25-bp de I’ADN, les boites KdgR. Celles-cCi
chevauchent ou sont au voisinage des sites -35 et -10 des promoteurs des génes contrdlés. En
se fixant sur ces boites, KdgR entre en compétition avec I’ARN polymérase. Les complexes
KdgR-ADN peuvent étre dissociés in vitro par addition de KDG (Nasser et al., 1992). Un
certain nombre d’analogues du KDG ont été testés en tant qu’inducteurs. Toutes les
molécules inductrices contiennent le motif COOH-CO-CH2-CHOH-C-C dans un cycle
pyranique (Nasser et al., 1991). Ce motif est également retrouvé dans le DKI et le DKII, mais
I’interaction directe entre ces deux composés et KdgR n’a pas été vérifiee (Figure 16).

Le catabolisme du galacturonate est distinct de celui du DKI et sa régulation est
¢galement indépendante. Les génes impliqués dans 1’utilisation du galacturonate sont sous le
contréle du represseur de la famille GntR, nommeé ExuR. (Figure 16) (Hugouvieux-Cotte-

Pattat et Robert-Baudouy, 1983, 1987). Cette régulation semble répondre a la présence des
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polygalacturonate (PGA)
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FIGURE 15 : Voie de dégradation de la pectine et sa régulation chez E. chrysanthemi

Les pectinases extracellulaires dégradent la pectine en oligogalacturonides, majoritairement insaturés (UGAn).
Ces composés entrent dans le périplasme ou leur dégradation est poursuivie par ’action des pectinases
périplasmiques. Les oligoméres plus courts traversent la membrane interne et se retrouvent dans le
cytoplasme ou ils sont catabolisés.

La couleur du cadre entourant ces étapes indique que leur synthése est régulée par KdgR (bleu), PecS (rouge),
PecT (vert), ExuR (jaune) ou plusieurs de ces régulateurs (gamme de coloration).
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intermédiaires de la voie métabolique (galacturonate, tagaturonate, altronate) mais

I’interaction entre ces composés et ExuR n’a pas été étudiée.
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Figure 16 : Structure des inducteurs interagissant avec le répresseur KdgR (Robert-Baudouy et
al., 2000)

Les structures des quatre isoformes du KDG (en équilibre), du DKI, du DKIl et de quelques analogues
synthétiques sont représentées.

V-3 Le régulateur RhaS et la réponse au rhamnose

Les régions ramifiées des pectines sont constituées d’une chaine de base de
rhamnogalacturonate comportant une grande proportion de chaines latérales formées de
sucres neutres. Elles sont donc riches en résidus L-rhamnose. Deux génes adjacents d’E.
chrysanthemi, rhiT et rhiN, sont induits par la présence simultanée de PGA et de L-rhamnose
(Hugouvieux-Cotte-Pattat, 2004). De plus, les génes rhiT et rhiN sont fortement induits
pendant I’infection de la plante. Diverses données indiquent que RhiT et RhiN codent des
étapes nécessaires au catabolisme du rhamnogalacturonate. RhiN est une enzyme capable de
dégrader les oligosaccharides liberés par la rhamnogalacturonate lyase RhiE. RhiT sert
probablement au transport de ces oligosaccharides. L’induction de I’opéron rhiTN en
présence de PGA dépend du répresseur KdgR. Son induction en présence de rhamnose est
médiée par I’activateur RhaS. La virulence d’un mutant rhaS d’E. chrysanthemi est
nettement réduite. RhaS contrdle positivement la transcription de 1’opéron rhaBAD,
nécessaire au catabolisme du rhamnose, mais surtout il participe a la dégradation des
polysaccharides végétaux contenant ce sucre, en agissant sur les genes rhik, rhiT et rhiN
(Hugouvieux-Cotte-Pattat, 2004).

51



V-4 Induction des enzymes pectinolytigues par des extraits de plante

Les extraits de plantes influencent 1’expression des génes de pectate lyases d’E.
chrysanthemi. La transcription des génes pel est induite par les métabolites dérivés du PGA.
Cette induction est stimulée en présence d’extraits de plante, mais uniqguement en synergie
avec le PGA. Dans un mutant ogl qui n’a plus la capacité de produire des inducteurs (KDG,
DKI ou DKII) a partir du PGA, les extraits de plantes ne montrent aucune activité inductrice.
Les différents génes pel majeurs montrent des sensibilités variables aux signaux vegétaux.
L’expression de pelE et pelA est moyennement affectée, celle de pelB et pelC est un peu plus
induite et celle de pelD est tres sensible a ces signaux (Bourson et al., 1993 ; Hugouvieux-
Cotte-Pattat et al., 1992). La nature chimique des facteurs inducteurs présents dans les
extraits végétaux n’est pas connue. Une caractérisation préliminaire du facteur inducteur a
partir de racines de carotte a montré que ce composé est thermorésistant, qu’il posséde une
faible masse moléculaire et qu’il est hydrophile, ce qui est compatible avec une nature
oligosaccharidique (Bourson et al., 1993).

Le geéne pir («Plant-Inducible Regulator ») code un régulateur qui serait en partie
responsable de I’induction par les extraits végétaux (Nomura et al., 1998). Chez la souche
EC16 d’E. chrysanthemi, une mutation pir provoque une perte de I’induction du gene pelE (=
pelD de 3937) par les extraits de plantes. Pir est une protéine de 30-kDa capable de se fixer a
I’ADN. Elle appartient a la famille IcIR, comme KdgR. Pir fonctionne comme dimeére et se
fixe sur une séquence d’ADN de 35-bp dans la région promoteur de pelE (Nomura et al.,
1998). Le site de fixation du Pir chevauche celui de KdgR, Pir et KdgR entrant en
compétition pour leur fixation sur la région promoteur (Nomura et al., 1998). Cependant, le
géne pir de la souche 3937 ne semble pas jouer le rble d’activateur en réponse a un signal
vegétal décrit chez EC16 (Reverchon S., résultats non publiés).

Les enzymes pectinolytiques d’E. carotovora sont également induites par des facteurs
présents dans un extrait végétal. Le niveau extracellulaire des enzymes Pel, Cel, Peh et Prt
augmente fortement dans un milieu enrichi en extrait de céleri, dont 1’addition provoque une
induction considéerablement plus forte que celle du PGA seul (Murata et al., 1991). Cette
induction implique le géne aepA (« Activator of Extracellular protein Production ») (Liu et
al., 1993 ; Murata et al., 1991), qui code pour une protéine de 51-kDa. La protéine AepA ne
présente pas de domaine typique de fixation a ’ADN mais elle possede plusieurs domaines
hydrophobes, suggérant que c’est une protéine localisée dans la membrane. AepA pourrait

agir comme détecteur de signaux de l’environnement, transmettant probablement cette
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information a une protéine régulatrice non identifiée (Liu et al., 1993). La fusion aepA-lacZ
est elle-méme inductible en présence de PGA et d’extrait de céleri. Cette induction n’exige
pas que le gene aepA soit fonctionnel, ce qui indique que sa régulation s’effectue par un autre

systeme encore inconnu.

IV-5 Effet du pH sur les génes de pectate-lyases

Le pH intervient & la fois dans I'expression des génes de virulence et dans l'activité
intrinséque des pectinases extracellulaires (Tardy et al., 1997). Au moment de l'infection
d'une plante, les bactéries colonisent en premier lieu le fluide apoplastique intercellulaire qui
possede un pH acide, de 4,5 a 6,5 (Alfano et Collmer, 1996; Expert, 1999). Chez la souche
d’E. chrysanthemi 3937, I'expression des génes de pectate lyases est dépendante du pH mais
avec des effets variables selon les génes : pelA et pelD sont préférentiellement transcrits a pH
acide, ce qui n’est pas le cas de pelE. Les enzymes PelA et PelD semblent donc plutét
synthétisées au début de l'infection, quand le pH intercellulaire est acide. La libération par
PelA d’oligogalacturonides de hauts poids moléculaires activerait les réactions de défenses
de la plante, se traduisant par l'influx d’ions H' dans les cellules végétales et par
l'augmentation du pH du milieu intercellulaire. Cette augmentation de pH permettrait
I’induction de la synthése de nouvelles enzymes comme PelE et serait plus favorable a
I’activité enzymatique de toutes les pectate lyases (Nachin et Barras, 2000). Ainsi une
production séquentielle des pectate-lyases aurait lieu au cours de l'infection. Le mécanisme

de régulation de I'expression des génes pel en réponse au pH est inconnu.

1V-6 Les protéines PecS et PecT impliguées dans la régulation des génes pel

L’analyse de mutants présentant une activité Pel supérieure a conduit a la
caractérisation des régulateurs PecS et PecT. Ces régulateurs ont été trés étudiés bien qu’on
ne connaisse toujours pas les signaux auxquels ils répondent.

PecS réprime I’expression de la plupart des genes pel, mais aussi des genes ind
impliqués dans la biosynthése de 1’indigoidine (un pigment bleu) et de nombreux génes dont
beaucoup sont impliqués dans la résistance au stress oxydant (Reverchon et al., 1994;
Reverchon et al., 2002; Hommais et al., 2008). Par contre, PecS agit comme activateur de
I’expression des génes peh, probablement en inhibant la fixation du répresseur KdgR a

I’ADN (Nasser et al., 1999). PecS interagit, sous forme de deux dimeres, avec des zones
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d’ADN d’environ 40 paires de bases situées au niveau des promoteurs des genes contr6lés
(Praillet et al., 1997). L’étude du locus contenant pecS a mis en évidence le géne pecM,
transcrit de facon divergente a PecS. Le fonctionnement de PecS est intimement lié a la
présence de PecM qui aurait la propriété de potentialiser 1’activité de PecS. L’analyse de
PecM suggére que cette protéine est ancrée dans la membrane interne (Reverchon et al.,
1994). Le signal inducteur auquel répond PecS reste inconnu. La protéine PecS appartient a
la famille MarR de régulateurs transcriptionnels. Certains régulateurs de cette famille ont
comme inducteurs des composés phénoliques. Si cette propriété est conservée, PecS pourrait
étre impliqué dans la reconnaissance de composés phénoliques. Cependant, I’implication de
génes cibles dans la résistance au stress oxydant suggére plutét une réponse aux composés
oxydants produits par la plante infectée.

Le répresseur PecT contr6le la synthése de la plupart des pectate lyases mais également
celle des exopolysaccharides de surface qui constituent un autre facteur de virulence d’E.
chrysanthemi (Surgey et al., 1996). PecT appartient a la famille LysR de régulateurs. PecT
est capable d’interagir, sous forme de deux dimeres, avec les régions régulatrices des genes
contrélés (Castillo et al., 1998). Le signal inducteur auquel répond PecT n’est pas connu. Un
homologue de PecT, nommé HexA, existe chez E. carotovora ou il régule différents
déterminants de la virulence (Harris et al., 1998).

Bien que les signaux déclenchant I’activation de ces deux régulateurs restent inconnus,
PecS et PecT participent a la coordination de 1’expression de nombreuses fonctions
impliquées dans le pouvoir pathogene, ce qui permet aux bactéries d’ajuster 1’expression des

facteurs de virulence lors des différentes phases de I’infection.

V-7 Analyse des réqulateurs de la famille Lacl d’E. chrysanthemi

La souche 3937 d’E. chrysanthemi, isolée de saint paulia, est devenue un modele
d’étude des entérobactéries pectinolytiques. L’obtention récente de son génome complet
(4 923 kb) (http://asap.ahabs.wisc.edu/annotation/php/ASAP1.htm) a mis en évidence de
nombreux génes de fonction inconnue existant chez d’autres bactéries pathogeénes. Une
vingtaine de régulateurs sont déja connus pour étre impliqués dans le contrble des
déterminants de la pathogénie. Le géenome d’E. chrysanthemi code au moins 400 protéines
jouant un r6le dans la regulation de la transcription, dont 331 régulateurs potentiellement
capables de se lier a I’ADN et répartis en différentes familles (Figure 17).
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En particulier, 18 génes de la souche 3937 codent un régulateur de la famille Lacl
(Tableau 3, Figure 18). Les génes cytR, fruR, galR, galS, gntR, lacl, purR et rbsR sont
retrouvés chez Escherichia coli et leur fonction est bien connue. La fonction de trois autres
génes a été récemment déterminée chez E. chrysanthemi, une prédiction pouvant étre faite
sur la base d’homologies de séquences. C’est le cas de ganR impliqué dans le catabolisme du
galactane (Delangle et al., 2007), de rafR qui contr6le I’utilisation du raffinose et du
mélibiose et de scrR qui régule le catabolisme du saccharose (Hugouvieux-Cotte-Pattat et
Charaoui-Boukerzaza, 2009).

mLysR
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2 9 B Cro/cl
3222—2\ mGntR
H Lacl
B MarR
H Ner
mTetR
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W DeoR
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10

11

autre

Figure 17 : Les régulateurs transcriptionnels d’E. chrysanthemi

Le génome de la souche 3937 d’E. chrysanthemi code 331 régulateurs transcriptionnels potentiels, ce qui
représente environ 7% des génes. En se basant sur des homologies de séquence, 18 de ces régulateurs
appartiennent a la famille Lacl.
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TABLEAU 3 : Les 18 régulateurs de la famille Lacl codés par le génome d’E. chrysanthemi 3937
(Van Gijsegem et al., 2008)

@ Le meilleur score est souligné. Le degré d’identité avec un homologue impliqué dans une autre voie est placé
entre parenthése, avec le nom de cet homologue.

b F. coli K12 ou d’autres souches d’E. coli ou de Shigella.

¢ Sont indiqués seulement les genres codant un homologue présentant un score d’identité égal ou supérieur a
celui trouvé avec des protéines d’E. coli.

4 Chez E. coli, RafR et ScrR sont codés par des éléments génétiques mobiles, plasmides ou transposons. Un
homologue de LfaR est trouvé dans un ilot génomique d’une souche d’E. coli pathogéne aviaire.

Numéro % d’identité avec?®
Identification =~ Nom E. coli® E. carotovora Autres bactéries €
18277 FruR 89 89 90 Yersinia, 89 Salmonella
14676 PurR 80 92 86 Yersinia, 86 Photorhabdus
18375 GalS 76 (56 GalR) 77 Salmonella
18477 GalR 75 71 77 Yersinia, 75 Salmonella
15046 GntR 72 69 72 Yersinia, 72 Salmonella
18142 RbsR 69 83 70 Salmonella, 69 Photorhabdus
20411 CytR 66 74 68 Yersinia, 66 Salmonella
15766 Lacl 55 62
19140 RafR 55¢ 59 55 Yersinia
16544 ScrR 62 ¢ 84 66 E. amylovora, 64 Klebsiella,
62 Salmonella
18202 GanR (42 Lacl) (47 Lacl) 85 Yersinia
15303 LfaR 52¢ 67 57 Yersinia
18466 LfdR (46 AscG) 71 62 Salmonella
19202 LfgR - 78 40 Rhizobium, 39 Agrobacterium
18801 LffR - 75 60 Mannheimia, 41 Thermoanaerobacter
40 Oceanobacillus, 37 Bacillus
18558 LfeR - 67 76 Salmonella, 48 Ralstonia,
39 Streptomyces
37 Pseudomonas, 35 Agrobacterium
18397 LfcR (31 ScrR) (29 ScrR) 35 Chromobacterium, 31 Vibrio
16819 LfbR - (32 ECA4246) 34 Rhizobium
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Figure 18 : Arbre phylogénique des régulateurs de la famille Lacl (d’aprés Cornu, 2006)
Cet arbre a été réalisé a partir des séquences de protéines régulatrices appartenant a la famille Lacl. Il a
été obtenu avec le logiciel de phylogénie MEGA. Les régulateurs proviennent de différentes bactéries

(ceux d’E. chrysanthemi sont indiqués par un rond de couleur).



Les 7 autres genes codant un régulateur de la famille Lacl ont été nommés IfaR, IfbR,
IfcR, IfdR, IfeR, IffR et IfgR. La fonction de ces genes est totalement inconnue. Des
homologues de IfdR et IfaR existent chez Yersinia pestis. Le géne IfgR est présent chez A.
tumefaciens et IfcR a un orthologue chez Chromobacterium violaceum. Leur organisation
génetique suggere que ces genes régulent probablement des genes de structure voisins dont la
fonction est a ce jour également inconnue. Les régulateurs de la famille Lacl sont en grande
majorité impliqués dans la régulation de voies de dégradation de composes qui jouent aussi le

role d’inducteurs de ces voies (Figure 19) (Lewis, 2005).
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FIGURE 19 : Structure du répresseur Lacl lié a ’ADN (PDB code 1LBG ; d’aprés Bell et Lewis,
2001)

(a) Structure du monomere. La poche liant U'inducteur est localisée a la jonction entre les sous domaines N et
C. En absence d’ADN, ’hélice n’est pas repliée et la structure est mobile.

(b) Structure en forme en V du répresseur tétramérique lié a son site opérateur idéal (séquences répétées
inversées de 21 paires de bases parfaitement symétriques). Les hélices N-terminales de la protéine se fixent
sur le petit sillon de I’ADN.
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L’analyse systématique des 7 régulateurs de la famille Lacl de fonction inconnue a
¢té réalisée afin d’identifier ceux qui peuvent étre impliqués dans la virulence d’E.
chrysanthemi (Van Gijsegem et al., 2008). Quatre de ces régulateurs jouent effectivement un
role dans la virulence. L’inactivation de LfdR favorise I’initiation de la maladie car le mutant
IfdR est plus efficace que la souche sauvage pour provoquer la macération. Au contraire,
I’inactivation de LfaR, LfcR et LfeR provoque une diminution des symptémes et un délai
dans leur apparition. Les mutants IfaR et IfcR montrent une virulence réduite sur endive,
Saintpaulia et Arabidopsis. Le mutant IfeR montre une virulence réduite sur Arabidopsis. Le
contexte génétique de chaque régulateur chez différentes bactéries a permis de définir quels
sont les genes voisins qui sont associés a chaque régulateur. L’expression de certains de ces
genes a été suivie lors de I'infection de plantes. Quatre des régions étudiées, /fa, Ifc, Ife et Ifg,
sont exprimées pendant I’infection de plantes. Une analyse préliminaire a démontré que deux
d’entre elles, /fa et Ifg, sont induites spécifiquement par addition d’un extrait brut de plante. Il
semblait donc particuliérement important de mieux connaitre les régions Ifa et Ifg et

d’identifier les composés végétaux responsables de leur induction.
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Conclusion, présentation du projet de thése

De nombreuses études montrent que les bactéries associées aux plantes peuvent
détecter diverses molécules végétales afin de coloniser plus efficacement la plante hote. Les
signaux moléculaires végétaux sont reconnus par la bactérie soit directement, soit aprés
transformation par une voie métabolique. Il s’agit souvent de composés phénoliques simples
ou complexes, seuls ou en association avec des sucres et/ou des molécules a fonction acide
(Tableau 1). Les mécanismes de regulation permettant aux bactéries de répondre a ces
composés sont variés. La détection et la transduction du signal impliquent tres souvent des
systemes de régulation & deux composantes qui permettent de détecter un signal extra-
cytoplasmique. Mais on trouve aussi des régulateurs qui répondent a un inducteur
intracellulaire, en particulier des familles LysR, IcIR, LuxR, MarR ou Lacl (Tableau 1). Dans
ces cas, il existe un systéme de transport permettant a 1’inducteur (ou a son précurseur) de
pénétrer dans le cytoplasme.

L’obtention du génome complet d’E. chrysanthemi a permis de mettre en évidence
des genes jamais identifiés chez les entérobactéries. Certains de ces genes sont des
régulateurs transcriptionnels. Une étude a été conduite afin de déterminer si les régulateurs de
la famille Lacl sont impliqués dans la régulation de voies liées a ’attaque de la plante (Van
Gijsegem et al., 2008). Ceci a mis en évidence deux régions importantes pour la pathogénie
d’E. chrysanthemi : Ifa et Ifg. Le géne IfaA est exprimé in planta et tres fortement induit par
des extraits végétaux. Son répresseur, LfaR, semble tres impliqué dans la virulence puisque
la mutation IfaR bloque I’infection de plantes entieres des les premiéres étapes. Le géne IfgN,
montre une trés forte expression in planta et est induit par certains extraits de plantes. Ce
géne est réprimé par LfgR dont I’implication dans le pouvoir pathogeéne d’E. chrysanthemi
n’est pas confirmée par les infections de plantes, il n’aurait qu’un effet mineur sur la
macération.

Les régulateurs jouent souvent un rdle trés large en participant a la régulation de
multiples facteurs de virulence. La connaissance de la séquence des régions identifiées
uniquement par les méthodes globales de séquencage ne suffit pas a déduire leur fonction
biologique. Dans les cas des régions Ifa et Ifg, I’identification des inducteurs de 1’expression
de ces genes pourrait donner une indication primordiale sur les voies régulées par LfaR et
LfgR. L’objectif de cette thése était d’analyser de fagon plus approfondie la régulation des
régions Ifa et Ifg, avec comme principal challenge I’identification des signaux végétaux
reconnus par les bactéries pour déclencher I’expression des geénes IfaA et IfgN lors de

I’infection.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Recherche de signaux moléculaires impliqués dans D’induction chez la bactérie

phytopathogene Erwinia chrysanthemi

Matériels et Méthodes

l. Souches et conditions de culture

I-1 Souches bactériennes, phages et plasmides

Les souches bactériennes et les plasmides utilisés sont décrits dans les Tableaux 4 et 5,
respectivement. Toutes les souches d’Erwinia chrysanthemi utilisées dérivent de la souche
sauvage 3937 qui a été initialement isolée d’une plante infectée de Saintpaulia ionantha.

La souche NM522 d’Escherichia coli est classiqguement utilisée pour la transformation
par des plasmides dans les expériences de biologie moléculaire.

Le phage ¢EC2 utilisé est spécifique d’E. chrysanthemi.

I-2 Milieux de culture

Les milieux de culture couramment utilisés sont un milieu complet de Luria Bertani LB
(10 g/L tryptone, 5 g/L extrait levure et 10 g/L NaCl), et un milieu synthétique M63 (2 g/L
glycérol) (Miller, 1972).

Les milieux solides sont réalisés en ajoutant 15 g/L. d’agar. Le milieu synthétique est
complémenté avec les composés nécessaires a la croissance des bactéries, ajoutés aux
concentrations finales suivantes: 2 g/L pour le glycérol, le glucose, le galacturonate, et la
carboxy-méthylcellulose (CMC), 4 g/L pour le polygalacturonate (PGA), 40 mg/L pour les
acides amines. Du CaCl, 0,1 mM final est ajouté dans les milieux liquides contenant du
PGA. Les antibiotiques sont ajoutés aux concentrations finales suivantes: 20 mg/L pour le
chlorampheénicol (Cm), 50 mg/L pour la kanamycine (Kan) et 100 mg/L pour 1’ampicilline
(Amp).

Les cultures des souches d’E. coli et d’E. chrysanthemi sont réalisées a 37°C et 30°C,
respectivement. Les milieux de culture sont ensemencés avec environ 10’ bactéries par mL.
Les cultures liquides sont réalisées dans un bain-marie avec agitation. La croissance

bactérienne est suivie par mesure de la densité optique a 600 nm (DOggo). La concentration
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en bacteries viables est determinée par réalisation de dilutions en série puis étalement sur

milieu solide et dénombrement des colonies obtenues.

TABLEAU 4 : Souches d’Erwinia chrysanthemi

Souches Génotype Source et référence
3937 (A470 ou A3952) Souche sauvage Collection du laboratoire
A2174 rafR, ganB, pecT::Cm Collection du laboratoire
A2507 rafR, ganB, crp::Cm Collection du laboratoire
A3009 rafR, ganB, expR::Cm Collection du laboratoire
A3953 pecS::Mu-Cm Collection du laboratoire
A4114 kdgR::Sm Collection du laboratoire
A4116 pecT::Cm Collection du laboratoire
A4167 crp::Cm Collection du laboratoire
A4391 [faA::uidA-Kan Van Gijsegem et al., 2008
A4415 pelD::uidA-Kan Collection du laboratoire
A4420 [fgN::uidA-Kan Ce travail

A4450 expR::Cm Collection du laboratoire
A4532 expR::Sm Collection du laboratoire
A4662 [fgR::Cm Van Gijsegem et al., 2008
A4698 [faR::Cm Van Gijsegem et al., 2008
A4791 [fgN::uidA-Kan, [fgR::Cm Ce travail

A4797 [faA::uidA-Kan, lfaR::Cm Ce travail

A4815 pelA::uidA-Kan Collection du laboratoire
A4959 [faT::uidA-Kan Ce travail

A4960 [fgB::uidA-Kan Ce travail

A4980 [fgB::uidA-Kan, [fgR::Cm Ce travail

A4981 faT::uidA-Kan, (faR::Cm Ce travail

A4994 pelA::uidA-Kan, lfaR::Cm Ce travail

A4995 pelA::uidA-Kan, lfgR::Cm Ce travail

A4996 pelD: uidA-Kan, [fgR::Cm Ce travail

A4997 pelD::uidA-Kan, lfaR::Cm Ce travail
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-3 Conservation des souches

Pour leur conservation a long terme (plusieurs années), les souches d’E. chrysanthemi
sont cultivées en milieu LB, puis du glycérol est ajouté a une concentration finale de 40%; ce
mélange est conservé a -80°C.

Les souches d’E. coli contenant un plasmide sont cultivées en milieu LB avec
antibiotique, puis du glycérol a une concentration finale de 20% est ajouté; ce mélange est

conservé a -20°C.

TABLEAU 5: Plasmides utilisés

Plasmides Caractéristiques Source et référence
B e hour M58 promegs
13278 pGEM®-T, IfaT+ Ce travail
13279 pGEM®-T, IfgB+ Ce travail
13284 pGEM®-T, IfaT::uidA-Kan Ce travail
13285 pGEM®-T, IfgB::uidA-Kan Ce travail

II. Technigues de génétique bactérienne

La transduction généralisée est un mécanisme de transfert de matériel génétique entre
deux bactéries, ce matériel étant vehiculé par I'intermédiaire d'un phage dit transducteur. Le
phage ¢EC2 est le seul phage transducteur connu chez E. chrysanthemi (Resibois et al.,
1984). En pratique, la transduction permet de transférer une mutation sélectionnable du

génome d’une bactérie (donneuse) a celui d’une autre (réceptrice).

-1 Préparation du lysat de phage ¢EC2

Le lysat de phage est realise sur les bactéries donneuses en phase exponentielle de
croissance (DOgoo d’environ 1). Les bactéries sont infectées par des phages a une multiplicité
d’infection inférieure a 1 phage pour 10 bactéries (0,2 mL bactéries + 0,1 mL de phage).
Aprés 20 min d'adsorption a température ambiante, sans bouger, 5 mL d'agar mou (0,4% en

milieu LB) maintenus en surfusion sont verses sur la suspension. Le mélange est ensuite
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coulé sur boite de milieu solide GL + glucose + CaCl, 2 mM. Apres une nuit d'incubation a
30°C, les lysats de phages sont récoltés en raclant la surcouche dans 5 mL de milieu LB. lls
sont stérilisés par addition de chloroforme afin de tuer les bactéries non lysées. L’agar et les
débris cellulaires sont éliminés par centrifugation (10 min, 8000 x g) et les lysats sont

conserveés a 4°C.

-2 Transduction avec le lysat de phage ¢EC2

La transduction est réalisee par infection avec le lysat de phages des bactéries
réceptrices en culture fraiche (DOgy d’environ 1) (0,2 mL bactéries + 0,1 mL de phage).
Aprés 20 min d'adsorption a température ambiante, sans bouger, 1 mL de milieu LB est
ajouté et le mélange est incubé 1a 3 h a 30°C pour permettre Il'expression des genes
transférés, notamment des genes de résistance aux antibiotiques. Les cellules sont ensuite
étalées sur milieu sélecteur GL avec antibiotique. Les colonies correspondant aux

transductants apparaissent apres 48 h d'incubation a 30°C.

I11. Technigues de biologie moléculaire

Les techniques d’extraction d’ADN, de digestion par les enzymes de restriction, de
ligation et d'électrophorese en gel d'agarose sont réalisées selon des protocoles classiques
(Sambrook et Russell, 2001) et/ou les indications des fournisseurs.

-1 Extraction rapide d’ADN plasmidique

La méthode de lyse alcaline (miniprep) permet d’extraire de I’ADN plasmidique en
petite quantité. Elle est basée sur la dénaturation différentielle de I’ADN génomique de
structure relachée et de I’ADN plasmidique superenroulé. En milieu alcalin, seul I’ADN
génomique est dénaturé de facon irréversible. Si 1’on ajoute alors un I’acide, I’ADN
chromosomique s’associe en un réseau insoluble qui peut étre €liminé par centrifugation,
alors que I’ADN plasmidique reprend sa forme native soluble. Les membranes cellulaires, la
plus grande partie des protéines et une partie de I’ARN sont aussi éliminés lors de la

centrifugation.
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Pour réaliser une « miniprep », 1,5 mL de culture d’une nuit est mis dans des
microtubes. Une centrifugation de 1 min a 12 000 rpm permet d’eliminer le surnageant bien
completement par retournement sur un papier absorbant. Le culot bactérien est ensuite remis
en suspension dans 100 pL de solution A froide. Aprés agitation au vortex, le mélange est
laissé 5 min a température ambiante. 200 pL de solution B sont ajoutés (a température
ambiante) et le mélange est agité au vortex. La solution doit devenir transparente et
visqueuse. Cette solution est ensuite placée 5 min a 4°C. 150 pL de solution C froide sont
ajoutés et le mélange est agité au vortex. Il se forme un précipité blanc qui est éliminé par
centrifugation pendant 5 min a 12 000 rpm. Le surnageant est transvasé dans une autre série
de tubes contenant 1 mL d’éthanol 100%. Aprés mélange par retournements, le tube est
centrifugé pendant 10 min a 12 000 rpm. Le surnageant est jeté. Le culot d’ADN est rincé par
I’addition de 1 mL d’éthanol 70%, suivie d’une seconde centrifugation pendant 5 min. Il faut
¢liminer 1’alcool au maximum (par retournement sur un papier absorbant). Le culot d’ADN

est séché 5 a 10 min sous vide au Speed Vac puis repris par 50 pL d’eau stérile.

-2 Digestion des plasmides par action des enzymes de restriction

Les plasmides sont analysés par digestion avec une enzyme de restriction. Pour cela, il
faut introduire dans un microtube: 5 pL d’eau, 5 uL d’ADN de miniprep, 1 uL de
tamponX10, 1 pL d’enzyme. Pour toute digestion, I’enzyme de restriction (cotliteuse) doit
étre ajoutée en dernier. De plus, il ne faut jamais mettre plus de 10% d’enzyme dans le
mélange réactionnel car le glycérol présent avec 1’enzyme (pour sa conservation) peut altérer
la spécificité de la réaction enzymatique.

Pour vérifier la taille des fragments d’ADN obtenus apres digestions, des gels
d’agarose a 0,7% sont classiquement utilisés. La migration est réalisée pendant environ 2 h a
80 V dans un tampon TBE. Apres migration, la taille des fragments obtenus est déduite par

comparaison avec un marqueur de taille.

11-3 Inactivation des enzymes et précipitation de ’ADN

L’inactivation des enzymes de restriction se fait par la chaleur, la majorité des enzymes
de restriction sont inactivees par incubation de 20 min a 70°C.
Pour éliminer les tampons de digestion ou de ligation, ’ADN est récupéré par

précipitation a 1’éthanol. L’ADN précipite dans de 1’éthanol a une concentration finale
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supérieure a 70%, en présence d’une concentration saline élevée. A 100 puL d’ADN en
solution, sont ajoutés 1/10¢éme de volume (10 pL) d’acétate de sodium 3 M pH 5,0 et 2,5
volumes (250 uL) d’éthanol 100%. Apres centrifugation 10 min a 12 000 rpm, le surnageant
est ¢liminé délicatement en prenant garde au culot peu visible si la quantité d’ADN est faible.
Le culot est rincé par I’addition de 500 pL d’éthanol 70%, suivie d’une seconde
centrifugation 5 min a 12 000 rpm. Apres élimination du surnageant, le culot est séché sous

vide en placant les tubes 5 min dans le Speed Vac.

-4 Réalisation des PCR et clonage des fragments obtenus

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) permet d'obtenir, a partir d'un
échantillon complexe et peu abondant, d'importantes quantités d'un fragment d’ADN
specifique. Cette méthode consiste a réaliser une succession de réactions de réplication d'une
matrice double brin d’ADN.

Chaque microtube a PCR contient : 36 pL d’eau distillée stérile, 1 pL de dNTP a 10
mM, 5 pL de tampon 10x, 1 uL d’amorce 3°, 1 pL d’amorce 5°, 5 puL de cellules (1 colonie
dans 50 puL d’eau), 1 uL de Taq polymérase. Le programme d’amplification consiste en une
premiére étape de dénaturation de I'ADN a 94°C pendant 5 min, suivie de 30 cycles
comportant la dénaturation de I'ADN a 94°C pendant 1 min, I’hybridation des amorces sur
les brins d'ADN a 45°C pendant 1 min et 1’élongation (action de la Taq polymérase) a 72°C
pendant 3 min, puis une étape finale d’élongation a 72°C pendant 10 min.

Les résultats de la PCR (quantit¢ d’ADN obtenu et taille correcte du fragment) sont
vérifiés en gel d’agarose par dép6t de 5 pL du mélange de PCR. Si le produit n’est pas assez
pur, la purification du fragment d'’ADN peut étre réalisée a partir du gel d'agarose avec le kit
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Aprés vérification sur gel, une ligation du produit de
PCR est réalisée dans le vecteur pGEM-T.

La ligation consiste en la formation de nouvelles liaisons phosphodiesters in vitro entre
les extrémités 5’ et 3” des fragments d’ADN a relier grace a la T4 DNA ligase. Le mélange
de ligation contient 8,5 puL du produit de PCR, 10 pL de tampon de ligation 2x, 0,5 pL du
vecteur pGEM-T, 1 pL de T4 DNA ligase. Il est incubé la nuit a 15°C.

Le plasmide recherché a partir du mélange de ligation va étre sélectionné apres

introduction chez E. coli par transformation.
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11-5 Transformation d'E. coli

Les plasmides sont introduits dans les cellules d'E. coli par transformation en présence
de CaCl,. Ces bactéries traitées avec du CaCl, puis soumises a un bref choc thermique sont
dans un état de compétence transitoire qui leur permet d’intégrer de ’ADN étranger. Le
traitement au CaCl, froid affecte 1’attachement de I’ADN a I’enveloppe. Le choc thermique a
42°C stimule I’entrée de I’ADN dans le cytoplasme en fluidifiant la membrane
cytoplasmique.

Une aliquote de 5 uL d’ADN de mélange de ligation est ajoutée a 200 pL de bactéries
compétentes fraichement décongelées (souche d’E. coli NM522). Ces bactéries sont incubées
30 min dans la glace avant d’étre transférées 2 min a 42°C puis a nouveau refroidies 5 min
dans la glace. Ensuite, 800 pL de milieu BL sont ajoutés et la culture est incubée 1 h a 37°C.
La suspension est étalée sur une boite GL Amp a laquelle ont été ajoutés 50 pL de X-Gal (20
g/L) et 50 pL d’IPTG (100 mM) (substrat et inducteur de la B-galactosidase). La boite est
incubée une nuit a I’étuve a 37°C. Sur ce milieu les colonies apparaissent soit de couleur
blanche, soit bleu turquoise. Les clones bleus contiennent le vecteur vide. Les clones blancs

ont intégré un plasmide recombinant (mécanisme d’a.-complémentation).

11-6 Transformation d'E. chrysanthemi

Les cellules d'E. chrysanthemi sont transformées par électroporation. L’électroporation
est une méthode générale pour introduire de I’ADN dans des cellules. Une suspension de
cellules et d’ADN est soumise a une décharge électrique de haut voltage qui perméabilise la
membrane, permettant le passage de macromolécules chargées telles que I’ADN. Cette
technique est applicable a de nombreux types cellulaires, dont ceux réfractaires aux
techniques classiques de transformation, comme E. chrysanthemi.

Les cellules sont cultivées a 38-39°C, plusieurs lavages sont réalisés pour bien éliminer
le milieu de culture, en concentrant les cellules a chaque étape. Un erlen contenant 50 mL de
BL est ensemencé avec 2 mL d’une préculture de la nuit en BL de la souche sauvage d’E.
chrysanthemi. La culture est incubée a 38°C avec une bonne agitation jusqu’a obtention
d’une DO comprise entre 0,5 et 1. Puis la culture est centrifugée a 6 000 rpm pendant 15 min
a température ambiante dans des tubes a centrifuger stériles. Le surnageant est éliminé et le
culot est repris par 1 volume d’eau stérile. Une seconde centrifugation est réalisée a 6 000

rpm pendant 15 min a température ambiante. Le surnageant est éliminé et le culot est repris
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par 1/2 volume d’eau stérile. Une troisiéme centrifugation est réalisée a 6 000 rpm pendant
15 min a température ambiante. Le surnageant est a nouveau éliminé et le culot est repris par
1/5 volume d’eau. Aprés une quatrieme centrifugation a 6 000 rpm pendant 15 min a
température ambiante, le surnageant est éliminé et le culot est repris par 1/100 volume de
glycérol 10% steérile. Les cellules sont placées en aliquotes de 50 pL conservées a - 80°C (ou
utilisees tout de suite).

Pour 1’électroporation, 1 L d’ADN plasmidique est ajouté a une aliquote de 50 pL de
cellules. Le mélange est transféré dans une cuve pour électroporation. L’appareil
d’électroporation doit étre réglé a 25 pFd, 2,5 Volts, 400 Ohms. Il faut alors appuyer sur les
deux boutons « pulse » jusqu’a I’émission de la sonnerie, le temps de pulse doit étre compris
entre 5 et 20 millisecondes. Ensuite il faut ajouter immédiatement 1 mL de BL et incuber 2 h
a 30°C. Le mélange est étalé¢ sur milieu GL Kan et les boites sont incubées a 1’é¢tuve a 30°C

pendant 48 h.

-7 Construction des mutants par génétigue inverse

Le géne d’intérét d’E. chrysanthemi est cloné dans le plasmide pGEM-T apres
amplification par PCR. Ensuite, ce géne est inactivé par insertion, au niveau d’un site de
restriction situé dans son cadre ouvert de lecture, d’une cassette codant la résistance au
chloramphénicol (Cm®) ou de la cassette uidA-Kan®. Dans cette derniére cassette, le géne
rapporteur uidA codant la B-glucuronidase (GUS) sert de géne rapporteur et il est couplé a un
géne codant la résistance a la kanamycine (Kan®), servant de marqueur de sélection. Le
plasmide portant le géne interrompu par insertion de la cassette est introduit par
électroporation dans la souche sauvage d’E. chrysanthemi. Les cellules transformées sont
ensuite cultivées en milieu Bas Phosphate. En limitant la réplication efficace des plasmides,
ce milieu favorise la croissance des bactéries ayant intégré dans leur chromosome, par double
recombinaison homologue, le gene interrompu par insertion de la cassette. Des cultures
successives sont réalisées dans ce milieu Bas Phosphate additionné de Kan ou de Cm, selon
la résistance codée par la cassette. Un étalement de ces cultures est réalisé apres dilution (10
uL de la dilution 10 sur GL Cm ou GL Kan). La réplique sur milieu GL Amp (colonies

Amp®) permet de repérer les colonies ayant perdues le vecteur.
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v Dosage et détection d’activités enzymatiques

V-1 Préparation des extraits

Les souches a analyser sont ensemencées en tubes contenant 5 mL de milieu M63
glyceérol et incubées 24 h dans un bain-marie agité a 30°C. Ces tubes forment la premiere
préculture. Les tubes de la seconde préculture sont ensemences avec 0,1 mL de la premiere
préculture puis incubés 24 h a 30°C avec agitation. Les cultures qui vont servir aux dosages
sont ensemencées avec 0,1 mL de la seconde préculture dans chaque tube contenant 5 mL de
milieux correspondants aux différentes conditions a tester, en présence ou non de I’inducteur.
Les cultures sont incubées pendant 24 h a 30°C dans un bain-marie avec agitation.

La DO des cultures est lue au spectrophotométre a 600 nm afin d’estimer la
concentration bactérienne. Le spectrophotomeétre saturant au-dessus d’une absorbance de 0,6
unité, pour obtenir des valeurs correctes, une dilution des échantillons est effectuée au
préalable en microtubes (900 uL de M63 et 100 pL de culture).

Pour doser les enzymes intracellulaires, quelques gouttes de toluene sont ajoutées a 1
mL de culture. Le toluéne va provoquer 1’arrét du métabolisme bactérien et perméabiliser les
parois bactériennes. Pour cela, le mélange est agité au vortex environ 30 secondes puis laissé
reposer au moins 3 heures au réfrigérateur.

Pour doser les enzymes extracellulaires, il est préférable d’éliminer les cellules par

centrifugation de 1 mL de culture (traitée ou non au toluéne) pendant 2 min & 12 000 rpm.

V-2 Dosage des pectate lyases

Le dosage de l'activité pectate lyase repose sur la formation, a partir de
polygalacturonate (PGA), d’oligomeéres insaturés qui absorbent a 230 nm (Moran et al.,
1968; Tardy et al., 1997). Les dosages sont généralement réalisés sur des cultures
bactériennes ayant atteint le début de la phase stationnaire, soit sur les surnageants de culture
soit sur les extraits traités au toluéne.

La réaction enzymatique se fait a 37°C dans le milieu réactionnel suivant : Tris-HCI 50
mM, pH 8,5, CaCl, 0,1 mM, PGA 0,5 g/L. La variation de DO a 230 nm en fonction du
temps est proportionnelle a l'activité enzymatique. Le coefficient d'extinction molaire est

eusan= 5200. Sachant que 0,28 mg de poids sec bactérien (PSB) correspondent a une DOggo
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de 0,6, on déduit Il'activité spécifique pectate lyase (en pumol d’oligoméres insaturés formés

par min et par mg de PSB) :

C
AS = —& = 0,412 x ADO
At

m
PBS 600

x dilution x

1V-3 Dosage de ’activité 3-glucuronidase

Le dosage de l'activité p-glucuronidase (GUS) repose sur le clivage du
paranitrophényl—-D-glucuronide (PNPU) en paranitrophénol (PNP) qui absorbe a 405 nm
(Bardonnet et Blanco, 1992). Les dosages sont réalises sur des extraits de cultures
bactériennes ayant atteint le début de la phase stationnaire apres traitement au toluene.

La réaction enzymatique se fait a 37°C dans le milieu réactionnel suivant : tampon
phosphate de sodium 100 mM pH 7 (ou milieu M63), PNPU 1 mM (32 mg pour 10 mL
d’eau). Le coefficient d'extinction molaire est epnp= 4500. L'activité spécifique -

glucuronidase se calcule par la formule (en nmol de PNP formés par min et par mg de PSB):

C
AS = —" — 476,2 x ADO
m At

PBS 600

x dilution x

V-4 Détection d’activités enzymatiques sur milieux solides

Des tests semi-quantitatifs de détection des pectinases et cellulases sur milieu solide ont
été réalisés selon la méthode décrite précédemment (Ji et al., 1987).

Le test d'activité cellulase est realisé sur milieu M63 + glycérol + carboxy-
méthylcellulose (CMC) + MgSO, 7 mM. Apres 24 h de croissance, les colonies sont
recouvertes d'une solution de rouge Congo (2 g/L), qui se fixe sur la CMC. Apres lavage
avec du NaCl 1 M, les colonies sécrétant des cellulases sont entourées d'un halo translucide
sur fond rouge, visualisant la zone ou la CMC a été dégradée.

Les tests d'activité pectinase sont réalisés sur milieu M63 + glycérol +
polygalacturonate (PGA). Apres 24 h de croissance, les colonies sont recouvertes d'une
solution saturée d'acetate de cuivre (préparee a chaud a 10%). Les colonies sécrétant les
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pectate lyases apparaissent entourées d'un halo blanchatre sur fond bleu, visualisant la zone

ou le PGA a été dégradé.

V. Test du pouvoir pathogéene sur feuilles d’endives

V-1 Préparation des inoculums

Une culture de la nuit en BL (& 30°C avec agitation) a été préparée pour chaque souche
a analyser et, comme témoins, la souche sauvage 3937 et le mutant pelD A4415. Les DO a
600 nm sont mesurées sur une dilution 1/10°™ en BL. Il faut alors calculer les volumes &
reprendre pour avoir une DO=1 a partir de 0,5 mL de culture (formule Vol = DO x 0,5). Puis
0,5 mL de culture sont centrifugés 2 min a 8 000 rpm, le surnageant est jeté et le culot est
repris par le volume calculé de M63. Les DO & 600 nm sont vérifiées sur une dilution 1/10%™
en M63. Ces DO doivent étre voisines de 1 (= 10° bactéries/mL).

Des infections simples sont réalisées pour mesurer le degré de virulence. Des infections

suivies de dosages B-glucuronidase permettent de mesurer 1’expression des fusions in planta.

V-2 Infections simples

Une dilution 10 est préparée stérilement pour chaque suspension bactérienne en M63
(= 10° bactéries/mL). Au fond d’un bac plastic, une feuille de papier absorbant est humidifiée
avec environ 25 mL d’eau stérile. Les feuilles d’endives sont placées dessus et une piqilire est
réalisée au centre de chaque feuille avec un embout jaune. Ensuite 10 puL de la suspension
bactérienne sont déposés sur la pigdre (= 10° bactéries). Il faut inoculer au moins 10 feuilles
par souche. Les bacs sont enfermés de facon bien hermétique dans un sac plastic puis incubés
a I’étuve a 30°C pendant 24 h. La longueur de tissu dégradé est mesurée avec une regle (en

mm). Pour chaque souche, on calcule la moyenne et I’écart type.

V-3 Infections suivies de dosages B-glucuronidase

Les infections sont réalisées comme décrit ci-dessus en inoculant 5 feuilles par souche.

Ces infections sont incubées a I’étuve a 30°C pendant 24 h.
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Pour chaque feuille, de 0,1 a 0,5 g de tissu dégradé sont repris dans un microtube et
pesés précisement. Apres addition du méme volume de M63 (dilution %), le mélange est
agité au vortex. Des dilutions en série (107, 10 et 10°) sont réalisées en M63 puis 50 pL de
la dilution 10 sont étalés sur GL Kan. Les boites sont incubées pendant 48 h & 30°C. Aprés
comptage du nombre de colonies (N), il est possible de calculer la concentration en bactéries
par g de tissu dégradé (= N x 4.107 bactéries/g).

Sur le reste de la dilution %2, quelques gouttes de toluene sont ajoutées. Apres agitation
au vortex, 1’extrait est placé environ 24 h au réfrigérateur. Ensuite les dosages GUS sont
réalisés au spectrophotométre, en utilisant 10 pL d’extrait et des temps de lecture longs (15
mesures toutes les minutes). Si la pente reste trés faible et peu linéaire, il faut relancer la
lecture. En premier, il est préférable de réaliser le dosage du témoin pelD qui doit donner une
activité GUS détectable.

Ensuite 1activité est calculée en nMoles de produit (PNP) formé par minute par 10°

bactéries.

VL. Préparation des extraits végétaux

Deux types d’extraits ont été préparés : des extraits obtenus par dissolution a chaud des
composés solubles présents dans les tissus végétaux, et des extraits obtenus a froid qui
correspondent a un jus de plante. Avant préparation, le matériel végétal est soumis a de

multiples ringages a I’eau distillée, puis seché sur papier absorbant.

VI-1 Préparation d’extraits a chaud

Les extraits & chaud de feuilles de chrysanthéme et d’endive sont obtenus par
autoclavage 20 minutes & 110°C de 100 mL de milieu M63 ou d’eau contenant 10 g de
feuilles. Ces extraits dilués (10%) et stériles sont conservés a 4°C.

Les extraits obtenus a chaud sont ajoutés dans les milieux de culture avec une dilution

de 10x, amenant a une concentration finale en extrait de 1% (vol/vol).
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VI-2 Préparation d’extraits a froid

Les extraits crus de tubercules pomme de terre, de feuilles d’endive, de chrysantheme et
de Saintpaulia bruts (100%) sont obtenus par broyage et extraction avec une centrifugeuse a
léegumes de ménage. Les extraits sont ensuite centrifugés 5 minutes a 12 000 rpm afin
d’éliminer les plus gros débris cellulaires. 1ls sont ensuite filtrés sur des filtres Millipore RC
0,45 um pour 6ter les microparticules restant et stériliser les extraits qui seront conserveés a
-20°C. Pour les analyses de phytochimie, ces extraits sont congelés dans 1’azote liquide.

Les extraits crus sont ajoutés dans les milieux de culture avec une dilution de 100X, ce

qui correspond a une concentration finale de 1% (vol/vol).

VII. Fractionnements et purification

VII-1  Test biologigue en microplagque

Des tests d’induction en microplaque ont été adaptés pour analyser 1’expression de
fusions, afin de diminuer les quantités de réactifs et d’augmenter les capacités en nombre
d’échantillons traités. Cela a permis de mettre au point un crible reproductible & moyen débit
compatible avec un fractionnement bio-guidé.

Il faut d’abord réaliser une préculture en tube (5 mL de milieu M63 glycérol + 100 pL
de culture bactérienne) pendant 24 h a 30°C sous agitation. Ensuite la culture est ensemencée
dans chaque puits de la microplaque (CELL STAR, Tissue Culture Plate 96W, stérile). La
suspension bactérienne est obtenue par dilution 40x a partir de la préculture dans un milieu
minimum glycérol. 100 pL de suspension sont déposées par puits, en ajoutant une quantité
donnée de I’extrait de plante, puis les plaques sont mises en culture dans I’étuve a 30°C
pendant 24 h sur un agitateur.

Ensuite, la croissance des bactéries peut étre analysée en mesurant la densité optique a
600 nm. Mais le but est de détecter 1’activité GUS des fusions. Dans chaque puits sont donc
ajoutés 100 pL du substrat PNPU (solution mere a 3,2 g/L diluée 10x) pour donner une
concentration finale de 0,5 mM. La DO a 405 nm est suivie pendant 30 min a 37°C (7
mesures toutes les 5 min avec une agitation precédant chaque lecture). Ce dosage permet de
sélectionner les fractions actives.

Les conditions sont semblables pour les deux fusions IfaA et IfgN, sauf que la quantité

d’extrait de plante doit étre supérieure pour IfgN. Chaque extrait ou fraction est repris a la
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concentration de 1 mg/mL. Par puits contenant déja 100 pL de bactéries diluées 40x en M63
glycérol, pour IfaA il suffit d’ajouter 10 pL d’extrait de plante. Pour la fusion IfgN, la
quantité d’extrait de plante est augmentée 5x (50 pL par puits) (Tableau 6).

L’analyse d’activité enzymatique est suivie grace au lecteur SpectraMax 340 PC avec

un logiciel SOFTmax PRO.

TABLEAU 6 : Mise au point des conditions en microplaque pour les fusions [faA et [fgN

Les conditions en microplaque sont peu différentes selon la fusion. Par puits, la quantité de suspension
bactérienne de la souche portant la fusion est de 100 pL (culture de la nuit diluée 40x en M63 glycérol). Aprés
croissance (24 h a 30°C) la solution de substrat PNPU (100 pL/puits) est ajoutée et la réaction enzymatique
suivie a 405 nm. Pour la fusion [faA on ajoute 10 pL d’extrait végétal a la concentration de 1 mg/mL. Pour la
fusion [fgN chaque puits contient 50 pL d’extrait végétal a la concentration de 1 mg/mL.

. Volume final SOI,U t.lon Extrait végétal | Solution substrat
Fusion bactérienne
[mL] L [uL] (L]
[pL]
lfaA 210 100 10 100
[fgN 250 100 50 100
VII-2  Préparation des extraits végétaux

Les extraits congelés en azote liquide sont lyophilisés afin d’obtenir la matiere séche,
ce qui permet de calculer le poids sec (masse exacte) important a connaitre pour réaliser les
analyses dans des conditions définies. Les extraits liquides sont soumis a 1’évaporation sous
vide au Speed Vac ou au refroidissement par Minichiller et Ilvmax (Figure 20).

L’extrait sec de pomme de terre et d’endive est repris dans 1’eau distillée a la
concentration finale de 1 mg/mL.

Extrait froid cru

| ! |
' '

surgélation dans N, liquide séchage/concentration

lyophilisation

» poudre seéche <«
reprise dans ’eau a 1 mg/mL

FIGURE 20 : Schéma de préparation des extraits végétaux pour les fractionnements

L’extrait végétal cru est congelé dans l’azote liquide (N,) puis lyophilisé afin d’obtenir la matiére séche. Le
méme extrait peut aussi étre déshydraté par systeme de séchage et de concentration grace a |’évaporation
sous vide au Speed Vac ou a |’évaporateur Minichiller/Ilvmax.
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VII-3  Extraction en phase solide (SPE)

La colonne SPE a tout d’abord été conditionnée par deux volumes de 3 mL de méthanol
100%, puis trois volumes de 3 mL d’eau distillée. Ensuite ’extrait végétal (2 mL) a été
déposé sur la surface de la colonne DSC-18. L’absorption des composés
apolaires/hydrophobes s’effectue sur le support. Les composes hydrophiles non retenus sont
directement élués et récupérés en téte de chromatographie. La colonne est ensuite rincée par
de I’eau distillée pour éluer les composés polaires restant. Enfin 1’¢lution par 2 mL de MeOH

permet de décrocher les molécules plus lipophiles (Figure 21).

Procedure for solid phase extraction

L L i . wash out .
activation  conditioning retention  inferferences  elution

I I
i z 3 4 5
non-retenu MeOH

FIGURE 21 : Méthode de fractionnement en phase solide SPE (Solid Phase Extraction)

1) Activation de la colonne DSC-18. 2) Conditionnement avec les quantités données du méthanol 100% et de
’eau distillée. 3) Rétention: les composés apolaires sont absorbés alors que les composés polaires sortent de
la colonne (non-retenus). 4) Rincage avec de U'eau distillée afin de bien éliminer les composés polaires
restants. 5) Elution avec méthanol afin de décrocher les composés hydrophobes.

VII-4  Systeme analytigue en HPLC HILIC

Les diverses fractions obtenues a partir de I’extrait végétal sont analysées par
chromatographie liquide haute pression (HPLC). Ces analyses HPLC sont réalisées sur un
systtme Agilent Technologies série 1200 composé d’un dégazeur (degasser G132A), de
pompes quaternaires (Quat Pump G1311A), d’un passeur d’échantillons (ALS G1329A) et
d’un détecteur a barrettes de diodes (DAD G1315B). La colonne chromatographique utilisée
est de la marque INTERCHIM remplie d’une phase stationnaire YMC-Pack Polyamine I1.
C’est une colonne chromatographique d’interactions hydrophiles (appelée HILIC) de
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dimensions 250 x 4,6 mm. La phase mobile est représentée par un solvant d’élution qui est
un gradient d’acétonitrile dans I’eau (Tableau 7). Le volume d’échantillon d’extrait de plante
(& la concentration de 10 mg/mL en extrait sec) injecté dans la colonne est de 20 pL par fiole
(Micro Slow Technology Corporation, USA). Les chromatogrammes sont enregistrés en UV
visible par un détecteur a barrettes de diodes entre 200 et 500 nm. Trois longueurs d’ondes de
visualisation (260, 280 et 310 nm) sont plus particulierement utilisées. Le temps d’analyse

est de 65 min avec un débit fixé a 1 mL/min.

TABLEAU 7 : Gradient d’élution utilisé pour [’analyse en HPLC avec la colonne HILIC

oy | MO | o | R | Dol
0.00 0.0 100.0 1.000 400
5.00 0.0 100.0 1.000 400
35.00 100.0 0.0 1.000 400
45.00 100.0 0.0 1.000 400
55.00 0.0 100.0 1.000 400
65.00 0.0 100.0 1.000 400

Certaines fractions ont été utilisées pour des expériences de co-chromatographie afin de
comparer les molécules purifiées a des molécules d’origine commerciale. Pour cette
technique, il faut injecter les quantités adéquates de chaque échantillon de molécule afin
d’obtenir des pics d’intensités approximativement équivalentes. La similarité des molécules

est confirmée par un temps de rétention identique et donc une addition des intensités.

VII-5  Systémes préparatifs

VII-5-1 Fractionnement en Sephadex

Pour un fractionnement des molécules végétales, la chromatographie par perméation de
gel a été appliquée en utilisant deux types de gels Sephadex LH-20 et G10. Le Sephadex LH-
20 est développe par hydroxypropylation du dextrane sphérique et poreux. Il permet de trier
des molécules de taille inferieure a 1000 Da, a I’aide de solvant d’élution constitué de
méthanol 50%. Le gel Sephadex G-10 contient du dextrane « cross-linked », qui tri des

molécules de taille inférieure a 700 Da. La phase mobile est 1’eau.
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VII-5-1-1 Sephadex LH-20

La colonne de séparation Sephadex LH-20 utilisée est de dimensions 280 x 50 mm.

Pomme de terre

9 g d’extrait sec de pomme de terre sont pesés et dilués 4 fois dans un mélange
eau/methanol 50/50, soit 36 mL (1 : 4). L’échantillon est ensuite filtré 2 fois avec un filtre
RC-membrane de diametre 25 mm et de porosité de 0,45 um, et conservé a 4°C pour le dépot
sur colonne chromatographique le lendemain. Apres filtration, les 12 mL d’extrait liquide de
pomme de terre récupérés sont déposés sur la colonne Sephadex LH-20. Une aliquote de 500
ML est conservée comme témoin positif (T+). Le solvant adéquat est ajouté sur la surface du
gel Sephadex, puis le fractionnement est démarré. Environ 35 a 40 mL de volume mort
(Vmort) sont récupeérés. Des fractions de 4 mL sont récupérées dans des tubes a hémolyse. La
séparation des composés présents dans 1’extrait est suivie a la lumiére du jour ainsi qu’a
I’irradiation UV a 365 nm jusqu’au terme de la chromatographie. Aprés regroupement 10 par
10 des 140 fractions de pomme de terre, elles sont analysées par HPLC HILIC et soumises a

I’évaluation en microplaque afin d’identifier les fractions actives (Figure 22).

Extrait PDT + MeOH 50%
9 g) (36 mL)
I

, |
Filtration RC*membrane

’ ’

Témoin positif Extrait filtré
(500 pL) (1}mL)
Sephadex LH-20

(solvant MeOH 50%)

vy ooy v vy

Vmort p1 p2 p3 p4 p5 p139 p140
(40 mL) (fractions de 4 mL)

|

Fractions regroupées 10 par 10

lillpllllllllll

P1 P4 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14

FIGURE 22 : Schéma de fractionnement de |I’extrait de pomme de terre
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Endive

3 g d’extrait d’endive sont pesés puis dilués 5 fois dans un mélange eau/méthanol
50/50, soit 15 mL (1 : 5). L’échantillon est ensuite filtré 2 fois avec un filtre RC-membrane
de diamétre 25 mm et de porosité de 0,45 um et maintenu & 4°C pour le dép6t sur colonne
chromatographique le lendemain. Apres filtration, les 11 mL d’extrait liquide d’endive
récupérés sont déposés sur la colonne Sephadex LH-20. Une aliquote de 500 pL est
conservée comme témoin positif (T+). Le solvant est ajouté sur la surface du gel Sephadex,
puis le fractionnement est lancé. Environ 35 & 40 mL de volume mort (Vmort) SONt récupeérés.
Des fractions de 4 mL sont récupérées dans des tubes & hémolyse. La séparation est suivie a
la lumiére du jour ainsi qu’a [Dirradiation UV a 365 nm jusqu’au terme de la
chromatographie. L’ensemble des 140 fractions d’endive est ensuite analysé par HPLC
HILIC et elles sont soumises aprés regroupement 10 par 10 a I’évaluation en microplaque

afin d’identifier les fractions actives (Figure 23).

Extrait ENDIVE  + MeOH 50%
3¢g) (15 mL)
|

, |
Filtration RC*membrane

’ '

Témoin positif Extrait filtré
(500 pL) (1 }mL)
Sephadex LH-20

(solvant MeOH 50%)

vy vy vy

Vmort el e2 el e4 e5 e139 e140
(40 mL) (fractions de 4 mL)

|

Fractions regroupées 10 par 10

VY Y Y Y oY oYY v v v v vy

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 E13 E14

FIGURE 23 : Schéma de fractionnement de I’extrait d’endive
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VII-5-1-2 Sephadex G-10

Apres un premier fractionnement des extraits bruts par le Sephadex LH-20, une
séparation plus fine en Sephadex G-10 a été envisagée. La mise au point a été effectuée pour
les extraits de pommes de terre et d’endives avec une colonne de dimensions 270 x 20 mm.
Pour le fractionnement effectif des extraits de pommes de terre, la colonne utilisée était de
dimensions 270 x 45 mm avec de I’eau comme solvant.

15 g d’extrait total de pomme de terre sont repris dans 80 mL d’eau. La solution
obtenue est filtrée a 1’aide du filtre RC-membrane de dimension 25 mm et de porosité de 0,45
pm. L’extrait (15 g/ 80 mL) est déposee sur le gel Sephadex G-10. Les fractions sont
récoltées par 100 mL dans les ballons de 250 mL de volume maximal, puis séchées sur
Rotavap (température du bain-marie 40°C) avec de I’acétone en proportion 1: 1 afin
d’accélérer 1’évaporation (mélange azéotrope). Puis elles sont congelées dans de 1’azote

liquide et lyophilisées. Les 14 fractions seches obtenues sont stockées a -20°C.

VII-5-2 Séparation par HPLC RP18

Les fractions actives de pomme de terre (P6, P7, P8, P12) et d’endives (E6, E7, E8, E9)
ont ensuite été séparées par HPLC semi-préparative (Reverse Phase 18) afin de purifier les
composés actifs. La méthode de séparation dure 61 min sous 400 bars maximum avec un
débit de 1 mL/min. Le gradient d’élution est présenté dans le Tableau 8. Les solvants utilisés
sont un mélange eau + 0,4% d’acide acétique (CH3COOH) et acétonitrile (CH3CN) + 0,4%
d’acide acétique. La colonne utilisée est uyn NUCLEODUR Sphinx RP 5 um, EC 250/4,6 de
la marque MACHEREY-NAGEL. Le volume d’injection est fixé a 10 pL d’extrait a 10
mg/mL.

TABLEAU 8 : Gradient d’élution pour la séparation en HPLC semi-préparative (RP18)

Temps H,0 CH;CN Débit Pression
[min] + 0,4% CH;COOH + 0,4% CH3;COOH | [mL/min] | [bars]
0.00 100.0 0.0 1.000 400
5.00 100.0 0.0 1.000 400
10.00 85.0 15.0 1.000 400
40.00 85.0 15.0 1.000 400
50.00 0.0 100.0 1.000 400
55.00 0.0 100.0 1.000 400
56.00 100.0 0.0 1.000 400
61.00 100.0 0.0 1.000 400
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VII-6  Détermination de la structure de molécules purifiées

VIl-6-1 Purification des composés P12A et P12B

La fraction active P12 contient deux composés P12B et P12A (par ordre d’intensité).
La purification de ces composes a été realisee en HPLC semi-préparative avec la colonne

C18 et un gradient d’¢lution étalé sur 30 min avec 5% d’acétonitrile (Tableau 9).

TABLEAU 9 : Gradient d’élution pour la purification des molécules de la fraction P12
Les molécules P12A et P12B ont été purifiées a partir de la fraction P12 de pomme de terre, en utilisant la
colonne semi-préparative C18.

Temps Débit Pression
[min] H,0 CHCN 1 [ mL/min] [bars]
0.00 95.0 5.0 1.000 400
30.00 95.0 5.0 1.000 400

Cette purification s’est faite en 4 injections de 100 pL et 1 injection de 90 pL a partir
de la fraction P12 a la concentration 10 mg/mL. Les étapes de purification sont consignées
dans la Figure 24. Six échantillons ont été récupérés dans les tubes Falcon et dénommeés
« P12 reste », P12A, «P12B avant», P12B, «P12B apres » et « P12 reste fin». Les

nouvelles fractions ont été déshydratées par lyophilisation.

VI1I-6-2 Caractérisation des composés P12A et P12B

La structure de composeés purifiés est déterminée par RMN et Spectrométrie de Masse
(SM). La SM est une technique extrémement sensible qui permet de déterminer la masse
moléculaire. Le principe consiste a ioniser les molécules et étudier les fragments formes lors
de leur décomposition. Ces ions sont séparés suivant leur rapport masse/charge par
I’application d’un champ magnétique et/ou électrique. L’ion obtenu lors de I’ionisation,
appelé ion moléculaire (ou pseudo-moléculaire suivant le mode d’ionisation), permet la
détermination de la masse molaire du composé. Cet ion moléculaire est susceptible de se
décomposer suivant un mode de fragmentation dépendant des fonctions chimiques qu’il
contient, générant ainsi des ions fragments. L’ensemble des ions fragments constitue le
spectre de masse qui apporte des renseignements d’ordre structuraux (Silverstein et al.,

1998).
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Les spectres de masse des produits purs isolés ont été obtenus aprées une
chromatographie liquide couplée avec une spectrométrie de masse (LC-MS), en utilisant une
chaine HPLC Agilent HP-1100 couplée a un spectrométre Hewlett-Parkard 1100MSD. Une
technique d’ionisation utilisée est API-ES (Atmospheric Pressure lonization — ElectroSpray)

en mode négatif, dont les parametres sont déecrits dans le Tableau 10.

TABLEAU 10 : Parameétres de la technique d’ionisation API-ES dans le mode négatif pour les
composés P12A et P12B

Parameétres API-ES du P12A API-ES du P12B
Colonne YMC HILIC (240 x 4,6 mm)
Gradient CH;CN 100-0% en 65 min débit 0,3 mL/min
Volume

d’injection 104l

Tension 3500 V

capillaire

Tgmpgrature 340°C

nébuliseur

Energie 125 eV 150 eV
fragmentaire

Débit des gaz .

(Azote) 9 L/min

L’¢élucidation structurale des composés a aussi été établie par I’interprétation des
données de spectroscopie RMN monodimensionnelle *H et **C et RMN bidimensionnelle
homonucléaire *H-"H COSY et hétéronucléaire *H-*C HSQC et *H-*C HMBC. Les spectres
RMN ont été réalisés au Centre Commun de RMN de 1’Université Lyon 1 sur un appareil
Bruker DRX500 dans le D20 a 500,13 MHz en proton et 125,77 MHz en carbone-13. Les
données brutes ont été retraitées au laboratoire grace a la suite logicielle MNOVA 6.0.4. du

Mestre Lab Research.

3,2 mg du composé pratiqguement pur P12B ont été récupérés. Celui-ci est le composé
majeur dans la fraction active de pomme de terre P12. 1 mg de P12B a été utilisé pour la
détermination de la masse moléculaire en LC-MS. Les 2,2 mg restant ont été soumis au
séchage a la pompe a palette, qui a permis de récupérer seulement 1 mg du composé P12B
ensuite traité par RMN. Ce produit soluble dans 1’eau a été dilué en D,O, puis les
indentifications de H*, de C13, de COSY, de HMBC et de HSQC ont été effectuées. Des
résultats obtenus pour I’identification du composé P12B ont été vérifiés par des analyses de

co-chromatographie.
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Les mémes protocoles ont été utilisés pour analyser le composé P12A, deuxiéme
composé present dans la fraction P12. L’analyse LC-MS a permis d’obtenir la masse
moléculaire de P12A. Cependant la quantité de matiére seche inférieure a 1 mg n’a pas pu
permettre la réalisation de I’analyse RMN de la molécule P12A.

Fraction P12
(10 mg/mL)

Injection sur la col(lnne Nucleodur C18

100pL  100pL  100uL  100pL 90uL

P12 P12A P12B P12B P12B P12
reste avant apres reste fin

lyophilisation
des fractions

P12A P12B

(1 mg) (3,2 mg)
Test bio LC-MS Test bio LC-MS RMN
positif 358 g/mol négatif 283 g/mol Guanosine

FIGURE 24 : Schéma de purification et d’analyse des composés P12A et P12B
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Résultats

I.  Analyse de génes induits par des signaux moléculaires végétaux

I-1 Description des régions Ifa et Ifg

Ce travail concerne les deux régions Ifa et Ifg du génome de la souche 3937 d’E.
chrysanthemi (Figure 25). Cette souche posséde 18 génes codant un régulateur de la

transcription de la famille Lacl.

frur
lfeR
ik |
Erwinia chrysanthemi 3937
4 923 kb 1356 qals
IffR
ganR lacl

FIGURE 25 : Localisation des génes codant un régulateur de la famille Lacl chez E.
chrysanthemi (Cornu, 2006)

Une étude systématique de ces régulateurs a relevé I’intérét dans la perception de
signaux végétaux des deux régulateurs LfaR et LfgR. Un mutant du gene regulateur IfaR a
une virulence tres diminuée par rapport a la souche sauvage, dans le test de la pathogénie sur
endives (Figure 26).

La région Ifa contient 3 genes IfaR, IfaA et IfaT (Figure 27). Une analyse des protéines
correspondantes a été faite pour obtenir des indications sur leur fonction. LfaR appartient a la

famille Lacl de régulateurs transcriptionnels, c'est-a-dire de protéines controlant la
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transcription de géenes en se fixant directement sur une séquence spécifique de I’ADN
(Lewis, 2005). LfaT appartient a la famille dite MFS (Major Facilitator Superfamily) de
transporteurs, ce sont des protéines de la membrane interne qui permettent le passage (entrée
ou exportation) de petites molécules ou de macromolécules (Law et al., 2008). LfaA
appartient a la classe 31 des glycoside-hydrolases (GH31), les protéines de cette famille
correspondent pour la plupart a des enzymes a activité a-glucosidase mais elle comporte
aussi des a-xylosidases, des glucoside lyases et de nombreuses protéines de fonction
inconnue (Cantarel et al., 2009). Cette région est conservée chez d’autres bactéries comme
Erwinia carotovora, Ralstonia solanacearum, Escherichia coli (souches APEC BEN2908 et
UPEC CFTO073, locus présent dans un flot de pathogenie), Shigella sonnei, Klebsiella,
Enterobacter, Yersinia pestis (5 souches) et Yersinia pseudotuberculosis. On trouve, en plus,

un homologue de LfaA chez les organismes eucaryotes, il est impliqué dans la virulence du

champignon Ustilaga maydis (Schirawski et al., 2005).
T-  IfaR WT

FIGURE 26 : Test de la virulence sur endives

Le pouvoir pathogéne d’un mutant dont le régulateur [faR est inactivé est diminué par rapport a celui de la
souche sauvage (WT). Cela signifie que la présence du régulateur [faR augmente la virulence de cette
bactérie. Le témoin négatif (T-) correspond a une blessure sans bactéries.

La région Ifg contient 7 genes (Figure 27) codant des protéines sur lesquelles quelques
informations ont été obtenues a 1’aide de recherche d’homologie de séquence. LfgR est un
régulateur de la famille Lacl. LigMEAB forment un transporteur de type ABC (ATP Bindind
Cassette) (Davidson et al., 2008) incluant deux protéines membranaires LfgM et LfgE, une
ATPase LfgA et une protéine de liaison périplasmique LfgB. LfgN et LfgO correspondant
probablement a des enzymes : LfgN présente des homologies avec des lyases et LfgO avec
des oxydoréductases. Cette région Ifg est conservée chez les bactéries associées aux plantes
comme Erwinia carotovora, Agrobacterium tumefaciens et divers Rhizobium. De plus, la

protéine LfgN est présente chez quelques champignons comme Neurospora.
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Locus [faRTA ® insertion Cm*

_? é >{£> r Fusion GUS
lfaR fa [faA

A4698 A4959 A4391 - geéne régulateur
I::> géne d’enzyme
Locus fgRMEANOB I::> géne de transporteur

i)
[fgR lfeM IfgE [feA [fgN [fg0 lfeB
A4662 A4420 A4960

FIGURE 27 : Organisation génétique des loci Ifa et [fg

Les génes sont représentés par de larges fleches, en rouge s’ils codent un régulateur, en bleu un transporteur
et en vert une enzyme. La position des mutations obtenues dans ces génes est indiquée par un drapeau pour
les insertions uidA-Kan et par un panneau rond pour les insertions Cm.

I-2 Construction de mutant dans les régions Ifa et Ifg

Pour étudier des régions Ifa et Ifg, I’approche geénétique utilisée impliquait la
construction de mutants de régulation, inactivés par insertion d’une cassette portant la
résistance au chloramphénicol, et de mutants dans les génes de structure voisins, obtenus en
insérant une cassette portant la résistance a la kanamycine couplée au géne rapporteur uidA,
codant la B-glucuronidase (Figure 27).

J’ai construit les mutants IfaT et IfgB, les autres mutants étant disponibles au laboratoire
(Van Gijsegem et al., 2008). Apres amplification par PCR, j’ai clonés les génes IfaT et IfgB
chez E. coli dans le vecteur pPGEM-T. Aprés extraction par lyse alcaline, la taille du plasmide
a été vérifiée par électrophorése en gel d’agarose. Les génes IfaT et IfgB ont été interrompus
par digestion avec les enzymes Hindll et Sall, respectivement. Une étape de ligature a permis
d’obtenir I’insertion d’une cassette uidA-Kan. Les plasmides ont ensuite été sélectionnés
aprés transformation dans E. coli grice a I’acquisition de la résistance Kan®. Le sens
d’insertion de la cassette a été verifie par digestion enzymatique et électrophorese en gel
d’agarose. Enfin, les plasmides retenus ont été introduits dans E. chrysanthemi 3937 par
électroporation et sélection des clones ayant acquis la résistance Kan®. L’intégration des
mutations dans le génome d’E. chrysanthemi a été réalisée par recombinaison homologue

favorisée en milieu bas-phosphate. Les mutants obtenus sont les souches A4959 et A4960.
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-3 Induction par des extraits de plantes des génes IfaA et IfgN

En absence d’extrait de plante, les fusions IfaA et IfaT ne sont presque pas exprimées.
En présence d’extrait de plante la fusion IfaA montre une forte expression, par contre
I’expression de IfaT est peu augmentée (Tableau 11). LfaT étant un transporteur
membranaire, son inactivation peut provoquer 1’absence de transport de 1’inducteur et donc
une mauvaise induction. Ceci montre que le géne IfaA est induit par un composé présent dans
I’extrait végétal et suggere que le transporteur LfaT sert a son entrée.

De méme, la fusion IfgN est faiblement exprimée sauf en présence d’extrait végétal
(Tableau 11). Le géne de transporteur IfgB est exprimé a un niveau nettement plus élevé mais
il est peu induit par I’extrait. Il est probable que LfgB participe au transport de 1’inducteur du

géne IfgN.

TABLEAU 11 : Effet d’extraits de plantes sur les fusions [faA et [fgN

Les cultures bactériennes ont été réalisées en milieu M63 avec glycérol par croissance sous agitation a 30°C
pendant 24 h. L’extrait testé est celui d’endive crue ajouté a concentration finale de 1%.

Les fusions avec le gene rapporteur uidA (GUS) refléetent U'expression des génes [faA, lfaT, [fgN et [fgB.

Fusion Extrait AS-GUS
[faA::uidA - 7
+ 846
lfaT::uidA - 1
+ 8
UfeNzuidd -8
+ 115
[fgB::uidA - 159
+ 289

Des gammes de concentrations d’extraits « crus » (obtenus a froid) et « cuits » (obtenus
a chaud) ont été testées sur les fusions IfaA et IfgN (Figure 28). Tous les extraits de plantes
testés sont inducteurs mais les extraits crus sont plus efficaces que les extraits cuits car
I’induction est observée a plus basse concentration. Une forte activité GUS est obtenue pour
la fusion IfaA dés 0,25% d’extrait d’endive cru et 2% d’extrait d’endive cuit. La fusion IfgN
est bien induite pour une concentration supérieure a 1% d’extrait cru et a 8% d’extrait cuit.
Cette analyse montre que les inducteurs sont des molécules moyennement sensibles a la

chaleur car elles ne sont que partiellement inactivées par chauffage 20 min a 110°C.
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D’autre part, la comparaison entre les 2 génes montre qu’il faut une concentration plus

forte d’extrait pour 1’induction de IfgN que pour celle de IfaA.

B Extrait cru B Extrait chauffé B Extrait cru B Extrait chauffé

ASGUS [faA AS GUS lfgN
1000

500
400
300

800

600

400 200

100 |
0

200 |
0

0 0,25% 0,5% 1% 2% 4% 6% 8% 0 05% 1% 2% 4% 8% 16% 24%

concentration d'extrait concentration d’'extrait

FIGURE 28 : Effet de différentes concentrations d’extraits sur les fusions (faA et [fgN

Les souches portant les fusions lfaA et IlfgN ont été cultivées pendant 24 h a 30°C en milieu M63 glycérol
contenant des concentrations croissantes d’extraits cru ou chauffé. L’activité spécifique (AS) GUS représente
’expression de ces fusions.

-4 Autres conditions affectant I’expression des génes lfa et Ifg

L’environnement est un facteur qui module I’expression de la plupart des génes
bactériens. Nous avons testés si diverses conditions environnementales affectent 1’expression
des fusions IfaA et IfgN.

L’effet du milieu de culture a été testé en comparant le milieu complet BL et le milieu
minimum M63 avec glycérol. Une fusion IfaA est mieux exprimeée en milieu BL (Figure 29).
Parmi les composées entrant dans la composition du BL, c’est I’extrait des levures qui s’est
révélé étre responsable de cette induction. Cet extrait comprend probablement des molécules
voisines de celles présentes dans les extraits végétaux.

L’expression de la fusion IfgN n’est pas modifiée en milieu BL (non montré).
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AS GUS
800 I [
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600
400
200 T i
.l- 161 188
0 ‘ ‘ . .
M63 M63 BL Mé63 Mé63
Glycérol Glycérol Glycérol Glycérol +
+ endive + levure bactotryptone

FIGURE 29 : Effet du milieu sur la fusion [faA

L’effet de différents milieux a été testé sur ’expression des fusions. La fusion [faA étant augmentée en BL par
rapport au M63 glycérol, les différents constituants du BL ont été ajoutés a la concentration finale de 1% dans
du M63 glycérol. Une forte induction est observée dans le cas du milieu M63 enrichi en extrait d’endive ou
extrait de levure.

L’expression des fusions IfaA et IfgN varie en fonction de la croissance bactérienne
(Tableau 12). Pour ces deux génes, I’induction ne se fait pas dés le démarrage de la
croissance. Pour IfaA, I’induction devient nette aprés 8 heures de croissance (culture en
milieu de phase exponentielle) et elle reste ensuite a un niveau stable et élevée. Pour IfgN,
I’expression débute a 8 heures mais elle atteint son maximum seulement a 24 heures, en

phase stationnaire de croissance.

TABLEAU 12 : Expression de [faA et de [fgN en fonction de la croissance

Les souches portant la fusion [faA::uidA ou [fgN::uidA ont été cultivées sous agitation en milieu M63 glycérol a
30°C. L’analyse cinétique a été effectuée pendant 24 heures en mesurant la densité optique (DO) a 600 nm
qui permet de suivre la croissance des bactéries. Le dosage de la B-glucuronidase (GUS) a été réalisé toutes
les 2 h afin de déterminer Uactivité spécifique (AS) de ’enzyme rapporteur qui refléte U’expression des genes
fusionnés.

(Sf?Jl;;::r::‘) Temps [h] | DO 600 nm | AS-GUS

2 0,044 0

4 0,169 0

A4391 6 0,375 11
(lfaA::uidA) 8 0,426 7
10 0,512 555

24 2,410 595
R 2 [ "7 oo T T o
4 0,194 0

A4420 6 0,319 5
(lfgN::uidA) 8 0,448 )
10 0,573 60

24 2,000 194
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D’autres conditions environnementales telles que la température, 1’osmolarité et
I’effet du glucose ont été testées (Tableau 13). La température optimale pour I’induction des
fusions IfaA et IfgN semble étre de 27°C. Cependant, la température optimale de croissance
d’E. chrysanthemi étant de 30°C, c’est cette température qui a été utilisée pour les autres
dosages. La variation de I’osmolarité ou 1’ajout du glucose dans le milieu M63 n’améliorent
pas I’expression de la fusion IfgN. En effet, il y a une diminution de I’induction a forte

osmolarité et en présence de glucose.

TABLEAU 13 : Effet de la température, de [’osmolarité et du glucose

Les températures de 27, 30 et 37°C ont été testées pour vérifier si la température influence !’expression de
deux fusions [faA et [fgN. Les cultures sont réalisées en tubes de 5 mL pendant 24 h sous agitation en milieu
Mé3+glycérol (-) ou avec ’ajout de 50 pL d’extrait d’endive pur (+). La concentration finale d’extrait est donc
de 1%.

L’effet de I’osmolarité a été analysé sur la fusion [fgN. Les cultures ont été réalisées pendant 24 h a 30°C sous
agitation en milieu M63 dilué 2 fois (M63 ¥2), M63 et M63+NaCl avec du glycérol et en présence (+) ou absence
(-) d’extrait (200 pL pour 5 mL).

Pour tester U'effet du glucose sur la fusion [fgN, les cultures ont été réalisées pendant 24 h a 30°C sous
agitation en milieu M63 glycérol ou M63+glucose en présence (+) ou absence (-) d’extrait (200 L pour 5 mL).

. . . AS GUS AS GUS
Conditions environnementales Extrait IfgN::uidA | [faA: uidA
. - 14 10
27°C N 238 542
Température | 30°C i 13 8
P + 130 297
: - 5 4
_______ e _ g ___ &
- 7
M63 1/2 . 109
" - 6
Osmolarite M63 . 105
- 9
M63 + NaCl . 17
M63 + glycérol ) 6
+ 105
Effet glucose - 3
M63 + glucose . 38
I-5 Effet du réqulateur LfaR sur I’expression de IfaA et IfaT

L’effet des génes régulateurs sur les génes de structure voisins a été étudié en
comparant I’expression des génes de structure dans un contexte sauvage et dans les doubles
mutants comprenant une insertion Cm dans le géne régulateur en plus de la fusion uidA-Kan
dans le gene de structure. La construction des doubles mutants s’est faite par transduction

avec le phage Phi-EC2.
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L’activité des fusions IfaA et IfaT a été mesurée en preésence ou non de la mutation du
géne régulateur adjacent IfaR (Tableau 14). Les activités spécifiques GUS obtenues montrent
que lorsque le régulateur IfaR est inactivé, IfaA et IfaT sont beaucoup plus fortement
exprimés. En effet, cette expression est plus de cent fois supérieure a 1’expression de la
fusion non induite dans un contexte sauvage. Cette forte augmentation de leur expression
démontre que le régulateur LfaR exerce un effet de répression sur IfaA et IfaT. Le régulateur
LfaR exerce un contrble négatif sur ces génes de structure.

On note aussi ’absence d’induction des fusions IfaA et IfaT lorsque IfaR est inactivé,
ceci est une forte indication que le régulateur LfaR est responsable de cette induction. Par
contre, une diminution de deux fois de I’activit¢ GUS de la fusion IfaT est observée dans le
double mutant si I’on ajoute de I’extrait de plante. Cette répression pourrait étre due a divers
composés présents dans I’extrait végétaux, en particulier a des sources de carbone qui
provoqueraient une répression catabolique sur le géne du transporteur. Pour la fusion IfaA,
une diminution de deux fois de son expression dans le mutant IfaR par rapport au niveau
pleinement induit en contexte sauvage suggére un léger effet activateur, direct ou indirect, de
LfaR sur IfaA.

TABLEAU 14 : Effet du régulateur LfaR sur les fusions [faA et IfaT
Les cultures ont été effectuées en milieu M63 glycérol. Le dosage GUS a été réalisé aprés 24 h de croissance a
30 °C sous agitation. L’extrait végétal utilisé était le chrysanthéme cru a la concentration finale de 1%.

Fusion/mutation | Extrait AS GUS
2
lfaA::uidA
+ 504
IfaA::uidA - 245
[faR + 212
_______ _____________1_
lfaT::uidA
+ 8
[faT::uidA ) 701
[faR + 310
-6 Effet du régulateur LfeR sur I’expression de IfgN et IfgB

Lorsque le gene régulateur IfgR est inactivé, une nette augmentation est observée en
dosant I’expression des fusions dans les genes adjacents IfgN et IfgB (Tableau 15). Cette

augmentation est plus de mille fois supérieure pour IfgN et d’environ quatre fois supérieure
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pour IfgB dont le niveau de base est plus élevé. Ces résultats prouvent qu’il y a un controle
négatif de la part du géne de régulation IfgR sur les génes de structure adjacents. Le
régulateur LfgR agit comme répresseur de ces deux fusions.

L’absence d’induction de la fusion IfgN lorsque IfgR est inactivé suggere fortement que
LfgR est responsable de cette induction. Une diminution de deux a trois fois de I’expression
des fusions IfgN et IfgB en présence d’extrait indique la présence de composés inhibiteurs

avec probablement un effet de type répression catabolique.

TABLEAU 15 : Effet du régulateur LfgR sur les fusions [fgN et [fgB
Les cultures ont été effectuées en milieu M63 glycérol. Le dosage GUS a été réalisé aprés 24 h de croissance a
30°C sous agitation. L’extrait végétal utilisé était le chrysanthéme cru a la concentration finale de 1%.

Fusion/mutation | Extrait AS GUS

[fgN::uidA !
+ 207

[fgN::uidA - 1142
lfgR + 786

lfgB::uidA 19
+ 289

[fgB::uidA - 700
lfeR + 254

I-7 Effet d’autres régulateurs

Lorsque les conditions de culture varient, des différences d’expression des fusions sont
observées méme quand le régulateur voisin est inactivé (Tableaux 14 et 15). Cela suggere
que ces genes sont controlés par d’autres régulateurs secondaires. Le régulateur global du
catabolisme carboné, Crp, pourrait étre impliqué dans une régulation de type répression
catabolique. Ces génes peuvent aussi étre contr6lés par des régulateurs qui jouent un réle
dans la modulation de 1’expression des fonctions de virulence d’E. chrysanthemi, tels que
KdgR, PecS, ExpR ou PecT. Ceci nous a conduit a tester I’expression des fusions IfaA et IfgN
dans différents mutants de régulation (Tableau 16).

L’inactivation des régulateurs PecS et KdgR n’affecte pas le niveau de base des fusions
IfaA et IfgN. Ceci suggere que les régulateurs PecS et KdgR ne sont pas répresseurs de ces

fusions. Lorsque les régulateurs PecT et EXpR sont inactivés, approximativement les mémes
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niveaux de base et niveaux induits sont retrouves dans le cas des fusions IfaA ou IfgN. Ces

régulateurs n’ont donc pas d’effet sur le phénomene d’induction.

TABLEAU 16 : Effet des régulateurs PecS, KdgR, PecT et ExpR sur les fusions [faA et [fgN

Les fusions [faA::uidA et [fgN::uidA ont été transférées dans les mutants pecS, kdgR, pecT et expR. Les
différentes souches ont été cultivées en milieu M63 glycérol en présence (+) ou absence (-) d’extrait (50 uL
pour [faA et 200 pL pour [fgN dans 5 mL). Aprés croissance 24 h a 30°C Uactivité spécifique B-glucuronidase
(AS GUS) a été mesurée.

Fusion IfaA::uidA | Extrait Fusion [fgN::uidA Extrait

Mutation (50 uLy | ASGUS Mutation (200 uL) | ASGUS
- 3 ] . 10
+ 1039 + 576

PecSazos3) - 6 pecSazgs3) - 11

kng(A4114) - 6 kng(A4114) - 9
- 6 - 6

pecT az174) + 1073 pecT az174) + 606
- 3 - 9

€XPR 4532 + 1182 exXpRas532) . 853

1-8 Bilan des données sur chaque région

Le gene IfaA est fortement induit par les extraits d’endive, de pomme de terre (espéce
Benji) et de Saint-Paulia (Tableau 17). La fusion IfaT n’est pas induite, ce qui pourrait
correspondre a un défaut d’entrée de 1’inducteur si LfaT est responsable de son transport. Le
régulateur LfaR réprime les deux génes IfaA et IfaT.

Le gene IfgN est induit par des extraits de plantes en particulier de chrysanthéme et
d’endive (Tableau 18). La fusion IfgB n’est pas induite, un défaut de transport de 1’inducteur
pourrait résulter de I’inactivation de ces génes codant un élément du transporteur 1fgMEAB.
La mutation IfgR provoque une augmentation de I’expression de IfgN et IfgB, donc LfgR agit
comme régulateur négatif de ces genes.

Dans chacun des cas, les génes de structure IfaA et IfgN sont induits par des extraits de
plantes. Cependant, la présence de deux régulateurs distincts, de deux systémes de transports
spécifiques et des différences de réponse aux extraits testés (Figures 28, 29 et 30, Tableaux
17 et 18) suggérent que les genes IfaA et IfgN ne répondent pas, ou pas exactement, aux
mémes molécules. Il est maintenant nécessaire de clarifier quelles sont les molécules

inductrices des ces genes présentes dans les extraits végétaux.
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1. Mise au point d’un test biologique

-1 Comparaison de ’effet de différentes plantes, choix des végétaux

Pour déterminer quelles plantes possédent des inducteurs de I’expression des geénes de
structure étudiés, les souches ont été cultivées en présence de divers extraits de plantes
connues pour leur sensibilité a E. chrysanthemi. Ces extraits ont tout d’abord été testés a la
concentration finale de 1%. Le dosage de I’activité GUS montre que 1’expression de la fusion
IfaA est tres fortement induite par les extraits de tubercules de pomme de terre et de feuilles
de Saint-Paulia, puisque son expression est multipliée par environ trois cent et deux cent fois,
respectivement (Tableau 17). Cette expression est également trés induite par les extraits de

feuilles d’endive ou de chrysanthéme, avec un facteur d’induction supérieur a cent.

TABLEAU 17 : Effet de différents extraits de plantes sur la fusion [faA

Les cultures ont été réalisées en M63 glycérol par croissance pendant 24 h a 30°C sous agitation. L’extrait
végétal cru des différentes plantes était ajouté a la concentration finale de 1%. Les dosages de I’enzyme
rapporteur (GUS) reflétent l’expression du gene [faA.

Fusion Extrait AS GUS
- 6
endive 730
[faA::uidA chrysanthéme 729
pomme de terre 1816
saint paulia 1104

Les extraits végétaux n’ont pas le méme effet sur la fusion IfgN (Tableau 18). L’extrait
de chrysantheme est le plus efficace (taux d’induction supérieur a deux cent), celui d’endives
est egalement actif mais avec un effet inducteur moindre (taux d’induction d’environ vingt).
On peut considérer que les extraits de pomme de terre et de Saint-Paulia n’ont pratiquement

pas d’effet dans ces conditions.

TABLEAU 18 : Effet de différents extraits de plantes sur la fusion [fgN

Les cultures ont été réalisées en M63 glycérol par croissance pendant 24 h a 30°C sous agitation. L’extrait
végétal cru des différentes plantes était ajouté a la concentration finale de 1%. Les dosages de l’enzyme
rapporteur (GUS) reflétent ’expression du géne [fgN.

Fusion Extrait cru AS GUS
- 6
endive 115
[fgN::uidA chrysantheme 1455
pomme de terre 11
saint paulia 18
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Pour les pommes de terre, deux types d’extraits crus ont été analysées sur les fusions
IfaA et IfgN (Figure 30). 1l existe en effet des différences importantes de composition entre la
peau et la chair des tubercules de pomme de terre. Des extraits de chair et de peau ont donc
été¢ préparés séparément. Une gamme de concentration a été utilisée afin d’identifier une
éventuelle différence d’efficacité. Les deux types d’extraits « chair » et « peau » induisent de
maniere semblable. La fusion IfaA est induite trés fortement en présence d’extrait a 1%. Par
contre, la fusion IfgN montre une induction seulement pour des concentrations supérieures a
4%. Comme dans la Figure 28 on constate qu’il faut une concentration beaucoup plus forte
d’extrait pour I’induction de IfgN que pour celle de IfaA. L’absence d’induction de IfgN
observée dans le Tableau 18 avec des extraits totaux de pomme de terre 1% n’est

probablement due qu’a une trop faible concentration d’extraits.

AS GUS

2500
2000 I [faA chair
1500 [l (faA peau
1000 I [fgN chair

500 B (feN peau

0 I I I I—l
0 0,25% 0,5% 1% 2% 4%
Concentration d'extrait

FIGURE 30 : Expression des fusions [faA et [fgN en présence d’extraits de chair et peau de
tubercules de pommes de terre

Les cultures ont été réalisées en M63 glycérol par croissance pendant 24 h a 30°C sous agitation. L’extrait de
chair ou de peau de pomme de terre était ajouté a différentes concentrations finales. Pour la fusion (faA, la
concentration d’extrait varie entre 0,25 et 1%, pour la fusion [fgN entre 1 et 4%. Les dosages de |’enzyme
rapporteur (GUS) reflétent ’expression des génes [faA et [fgN.

Les endives et les pommes de terre sont plus facilement disponibles en toute saison
dans le commerce que les chrysanthemes et les saint paulia. De plus, les plantes comestibles
sont exposees a moins des traitements chimiques que les plantes ornementales. Les feuilles
d’endives et les tubercules de pommes de terre ont donc été choisis comme tissus végétaux

de base pour les analyses suivantes.

94



11-2 Adaptation en microplaque de la mise en évidence de 1’induction

Pour I’objectif de purification des inducteurs, il était nécessaire de mettre au point un
crible rapide a moyen débit, compatible avec un fractionnement bio-guidé. Des tests
d’induction ont donc été adaptés en microplaques afin d’augmenter les capacités en nombre
d’échantillons traités en paralléle. En effet, un processus de séparation des molécules
végétales a partir d’un extrait brut impliquera de tester de nombreuses fractions. L’utilisation
de microvolumes permet également de diminuer les quantités d’échantillons et de réactifs
utilisés pour mettre en évidence I’induction.

Dans le cas les fusions IfaA et IfgN, une préculture de la nuit des souches
correspondantes est diluée 40 fois en M63 glycérol. Cet inoculum est utilisé pour ensemencer
la microplaque. Chaque cupule contient 100 pL d’inoculum et la culture se poursuit a 30°C
pendant 24 h sous agitation. Aprés 24 h, la croissance des bactéries est vérifiée en mesurant
la densité optique a 600 nm. Le but principal est de réaliser un dosage GUS sur la culture en
additionnant le substrat PNPU (100 uL, 0,16 g/L final) puis en suivant 1’apparition du
produit PNP par mesure de la DO a 405 nm pendant 30 min a 37°C.

Pour tester I’effet d’un composé d’un extrait ou d’une fraction, ceux-ci sont ajoutés
dans la cupule avant de démarrer la croissance. La quantité d’extrait de plante ajoutée est 5
fois supérieure dans le cas de la fusion IfgN. Par cupule contenant déja 100 pL de bactéries
diluées en M63 glycérol, sont ajoutés 10 pL d’extrait de plante pour IfaA et 50 pL pour IfgN.
Dans chaque microplaque, au moins une cupule est laissée sans ajout de composé (témoin
négatif).

Pour les deux genes d’intérét, IfaA et IfgN, ces conditions permettent d’observer une

induction par les extraits crus d’endive ou de pomme de terre qui servent de témoins positifs.

3 Analyse de ’effet inducteur de différents composés

Suite a la mise au point des conditions d’induction en microplaques, les tests
biologiques ont été réalisés avec divers composés disponibles au laboratoire (Tableau 19).

Des sucres simples, oligosaccharides et polysaccharides ont été testés dans une gamme
de concentrations finales de 1 a 10 mg/mL. Aucun effet significatif n’a été observe apres
I’addition des polyaccharides: amidon, arabinogalactane, polygalacturonate; des
oligosaccharides : cellobiose, lactose, mélibiose, saccharose; des sucres simples: L-

arabinose, fructose, L-fucose, D-galactose, D-galacturonate, D-glucose, gluconate, mannitol,
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D-mannose, L-rhamnose, D-xylose; ou d’autres sources de carbone comme le fumarate, le
lactate et le succinate.

Les aminoacides ont été testés dans une gamme de concentrations finales de 0,1 a 1
mg/mL. Aucun effet n’a été observé aprés addition de 17 aminoacides indépendamment ou
de casaminoacides (mélange d’aminoacides produit par hydrolyse de protéines).

Des bases nucléiques ont également été utilisées aux concentrations finales de 0,015 a
0,15 mg/mL pour I’adénine, 0,02 a 0,2 mg/mL pour la cytosine, 0,0075 a 0,075 mg/mL pour
la guanine, 0,05 a 0,5 mg/mL pour la thymine et I’uracile. Aucun effet significatif n’a été
noté.

Enfin, divers composés presents dans les plantes ont été ajoutés a une concentration
supérieure ou égale a 0,1 mg/mL pour évaluer leur pouvoir inducteur potentiel: CaCl,, acide
pantothénique, acide phytique, acide alginique, acide mucique, acide férulique, éthyl férulate,
bétaine, gomme arabique, inositol, arbutine, salicine. Aucun de ces composés n’a montré

d’effet inducteur significatif.

TABLEAU 19 : Récapitulatif des composés testés pour ’induction des fusions [faA et (fgN

Sucres Aminoacides Nucléotides Divers

Amidon Arginine Adénine CaCl,
Arabinogalactane Asparagine Cytosine Acide pantothénique
L-arabinose Acide aspartique Guanine Acide phytique
Cellobiose Alanine Thymine Acide alginique
Fructose Cystéine Uracile Acide mucique
L-fucose Glutamine Acide férulique
Fumarate Histidine Ethyl férulate
D-galactose Isoleucine Bétaine
D-galacturonate Leucine Gomme arabique
D-glucose L-lysine Inositol
Gluconate Méthionine Arbutine
Lactate Phénylalanine Salicine
Lactose Proline Extrait de mais
Mannitol L-serine MBOA
D-mannose Thréonine

Mélibiose Tryptophane

Polygalacturonate Valine

L-rhamnose Casaminoacides

Saccharose

Succinate

D-xylose

L’extrait total de mais et un de ces composés le MBOA (6-methoxybenzoxazolin-2-

one) ont été également testés mais sans effet ni sur la fusion IfaA ni sur la fusion IfgN

(Tableau 20).
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TABLEAU 20 : Effet d’extrait de mais et de MBOA sur les fusions [faA et [fgN

L’extrait de mais et d’un de ces constituants, le MBOA (6-methoxybenzoxazolin-2-one) ont été préparés au
laboratoire (Walker V., communication personnelle). L’extrait de mais est utilisé a la concentration finale de
4% et la molécule MBOA a la concentration finale de 1%. Leur effet sur les fusions [faA et [fgN a été testé en
microplaque a partir d’une préculture bactérienne diluée 40x en M63 glycérol. Dans chaque puits, 100 pL de
cette suspension bactérienne ont poursuivies leur croissance pendant 24 h a 30°C sous agitation. Ensuite
Uactivité GUS a été évaluée pendant 30 min (7 mesures) a 405 nm a 37°C. L’activité GUS est exprimée en
unités arbitraires (ADO a 405 nm).

Fusion Extrait activité GUS
- 0,16
[faA::uidA mais 0,66
MBOA 0,06
_______ ______________0_____
[fgN::uidA mais 0
MBOA 0,10

. Fractionnement d’extraits végétaux

-1 Poids sec de I’extrait végétal

La concentration en matiére séche par gramme d’extrait brut a tout d’abord été
déterminée. L’extrait le plus concentré correspond a la chair de pomme de terre avec 111 mg
de matiére séche par g d’extrait brut. Les extraits de peau de pomme de terre et de feuilles
d’endive sont environ deux fois moins concentrés avec 49 mg/g et 54 mg/g d’extrait brut,

respectivement.

-2 Extraction en phase solide

Un premier fractionnement de [’extrait végétal a été effectué par la méthode
d’extraction en phase solide SPE (Solid Phase Extraction). Apres avoir fractionné les deux
extraits crus correspondants a I’endive et a la chair de pomme de terre, I’induction des
fusions IfaA et IfgN a été testée (Tableau 21). Les composeés apolaires extraits par le méthanol
ne sont pas inducteurs des fusions IfaA et IfgN. Les composés solubles dans 1’eau provoquent
I’induction des fusions IfaA et IfgN, mais 1’induction est toujours moins forte que dans le cas
de D’extrait de plantes non-fractionné par SPE, ce qui montre une perte des composes
inducteurs par cette méthode. Cela pourrait ¢galement s’expliquer par un effet synergique de

deux composés sépares en SPE.
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Les composés actifs sont donc polaires car solubles dans 1’eau. Ils ne sont pas, ou peu,
solubles dans le méthanol et ils ne sont pas ou peu retenus sur la colonne utilisée (C18 pour

les composés hydrophobes-apolaires).

TABLEAU 21 : Analyse aprés extraction SPE

Les bactéries ont été cultivées en M63 glycérol pendant 24 h a 30°C sous agitation. Les extraits végétaux crus
sont ajoutés a la concentration finale de 1%.

Les extraits crus d’endive et de chair de pommes de terre ont été fractionné par SPE et l’induction de [faA et
[fgN a été testé sur les fractions non retenues (composés solubles dans [’eau) et méthanol (composés moins
polaires).

Fusion Extrait AS GUS
- - 17
Extrait total 591
endive SPE non retenu 285
faA::uidA SPE méthanol 2
pomme de terre Extrait total 1293
(chair) SPE non retenu 1248
SPE méthanol 13
- T T[T T T T T ST T T T AT
Extrait total 196
endive SPE non retenu 154
[fgN::uidA SPE méthanol 11
pomme de terre Extrait total 117
(chair) SPE non retenu 84
SPE méthanol 6

11-3 Fractionnement sur gel de perméation

Les extraits de pomme de terre et d’endives préparés a partir d’'un broyat de légumes
ont été fractionnés en gel Sephadex LH-20, qui trie des molécules inférieures a 1000 Dalton.
Le filtrat est injecté sur la colonne de gel Sephadex LH-20 (Figure 31) et les fractions sont
récupérées tout les 4 mL. Pendant la progression de la séparation, on peut observer la
séparation des composés visibles a I’eeil. Chaque bande colorée correspond a des molécules
de taille différente. En premier sortent les composés les plus grands. Quand la séparation
n’est plus visible a I’ceil, ’irradiation UV a 360 nm permet de suivre encore la progression.
Les 140 fractions obtenues par extrait (140 pour la pomme de terre et 140 pour 1’endive) sont
ensuite regroupées 10 par 10 et séchées. Ces fractions sont désignées par P2 a P15 pour la
pomme de terre et E2 a E15 pour I’endive, P1 et E1 correspondent au volume mort. Aprés
pesée, les fractions sont reprises a la concentration de 10 mg/mL puis analysées par HPLC et

soumises a 1’évaluation en microplaque afin d’identifier les fractions actives.
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Sélection des fractions actives

FIGURE 31 : Schéma de fractionnement bio-guidé des extraits végétaux

Les extrais végétaux sont injectés sur gel Sephadex LH-20. Le fractionnement avec du méthanol 50% comme
solvant permet de récupérer 140 fractions de 4 mL, qui sont ensuite regroupées 10 par 10. Chaque fraction
subit des tests biologiques en microplaque et des tests analytiques en HPLC, afin de sélectionner celles qui

sont actives.

111-4 Fractions actives de pomme de terre et d’endive

Suite aux analyses en HPLC et évaluation par les tests biologiques, les fractions actives
ont été sélectionnées. L’activité enzymatique varie pour les différents extraits et aussi selon
la fusion. Le poids sec final et le niveau d’activité de chaque fraction active obtenue a partir

des échantillons de pomme de terre et d’endive sont présentés dans le Tableau 22.
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TABLEAU 22 : Activité des fractions obtenues a partir d’extraits de pomme de terre et d’endive
L’activité des fractions a été testée en microplaque a l’aide du test biologique mis au point. Ces analyses ont
permis d’identifier les fractions actives a partir du fractionnement des extraits de pommes de terre et
d’endives. La quantité de poids sec est présentée (en mg) pour les fractions actives. L’activité de chaque
fraction est indiquée par les signes : (-) ADO<0,10 ; (+) ADO 0,11-0,40 et (++) ADO=0,41.

e | e | Activite | Activité Extrait | PO | Activité | Activité
terre [mg] sur [faA | sur IfgN d’endive [me] sur [faA | sur IfgN
Plinon : : E v : :
P2 ; ) £ - :
P3 ; ) 5 - :
P4 ; ) £4 - :
P5 ; ) - - :
P6 21,1 . ++ E6 8 1 - "
P7 437,8 ++ ++ E7 66,1 i -
e 9382 #++ - E8 1293 + i
i - - E9 1102,5 + -
P10 ; ) £10 - :
P11 - - E11 ; ;
P12 12,0 | ++ - E12 ; ;
P13 ; ) 13 - :
P14 - - E14 ; ;
P15 - - E15 ; ;
T+ ++ ++ T+ ot .
T- } ) = : .

La plupart des fractions n’induisent aucune des deux fusions. Quelques-unes, comme
P6 et P7, contiennent des composés qui induisent a la fois les fusions IfaA et IfgN. Par contre,
d’autres fractions sont principalement actives sur une des deux fusions. Il s’agit des fractions

E6 et E7 actives seulement sur IfgN, et des fractions P8, P12, E8 et E9 actives sur IfaA.

111-5 Analyse HPLC des fractions provenant de 1’extrait de pomme de terre

Des fractions actives provenant de pomme de terre, révélées par les tests biologiques en
microplague, ont été analysées par HPLC (interactions hydrophiles HILIC) afin de repérer
les composes inducteurs. Les pics de 1’extrait total de pomme de terre (extrait cru qui n’a
subit aucune purification) ont été visualises a 260 nm. Celui-ci contient plusieurs composés
qui absorbent avec différentes intensités (Figure 32a). Dans la fraction P12 active sur IfaA se

trouvent deux composés P12A et P12B qui sont majoritaires sur le chromatogramme de
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I’extrait total (sur la Figure 32a PTk et PTy respectivement). Leur identité aux pics de
I’extrait total est confirmée par leurs spectres UV (Figure 32b). Dans la fraction P8 active sur
IfaA, se retrouvent deux autres composés majeurs P8A (PT. sur extrait total) et P8B (PTy)
(Figure 32c), mais cette fraction ne contient ni P12A, ni P12B ce qui suggére 1’existence
d’inducteurs différents dans les fractions P12 et PS.

Les fractions P6 et P7 montrent une activité inductrice pour IfaA et IfgN. Dans la
fraction P7, I’inducteur de IfgN pourrait étre le composé P7A qui est retrouvé dans 1’extrait
total (PTyn). Dans la fraction P6, I'induction de IfgN serait provoquée par la présence du
composé P6A qui est majoritaire et correspond a P7A. L'induction plus basse de IfaA serait
due a la faible quantité du composé P8A présent dans la fraction P6. LfaA serait induit soit
par le composé P7A (ou P6A), soit par d'autres composés présents en faible quantité mais

identifiés dans d'autres fractions actives pour IfaA (comme P8A ou P12A).
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2000
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35

2.51 (HPLC, DO 260 nm)

PDT extrait total [faA PTy [faA PTy
(HPLC, DO 260 nm)
[faA PT,
PTy
[faAl lfgN
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 min
PDT fraction P12 P12
1 (HPLC, DO 260 nm) B
. P12,
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 min
PDT fraction P8 P8s
1 (HPLC, DO 260 nm)

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 min

PDT fraction P7 P7,
(HPLC, DO 260 nm)

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 min

PDT fraction P6 P6,

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 min

FIGURE 32 : Analyse HPLC de I’extrait total et de fractions actives obtenues a partir de I’extrait
de pomme de terre

Les composés sont détectés a 260 nm. Les spectres UV des composés majoritaires des fractions sont présentés.
Les pics observés dans les fractions actives P12, P8, P7 et P6 (b, c, d et e) sont retrouvés dans l’extrait total
(@) (mémes temps de rétention et spectres UV). Le composé P7A est majoritaire dans la fraction P7 (d), les
deux composés indiqués par les fleches orange sont présents dans les fractions P8 et P12 actives sur [faA.
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111-6 Analyse HPLC des fractions provenant de 1’extrait d’endive

Une interprétation similaire a été effectuée pour les fractions d’endive. Les fractions E6
et E7 induisent le gene IfgN alors que les fractions E8 et E9 activent le gene IfaA (Figure 33).

La fraction E6 contient plusieurs composés (E6A=ETgr, E6B=ETs, E6C=ETx,
E6D=ET;) qui peuvent correspondre a I’inducteur de la fusion IfgN. Le pic majeur
(E8=E9=ETy) ne peut pas étre I’inducteur de IfgN, car ce pic (par rapport a son temps
rétention et spectre UV) est retrouvé dans les fractions E8 et E9 qui n’induisent pas IfgN. Une
situation similaire est observée dans le cas de la fraction E7 qui contient les méme composés
que la fraction E6 sauf un (E7TA=E6A=ETg, E7TB=E6B=ETs, ETC=E6D=ET, et E6C est
absent). La fraction E7 contient également le composé ETy (confirmé par leur spectre UV).
Celui-ci n'est pas majoritaire dans la fraction E7 a la différence de la fraction E6, il est
également présent dans les fractions E8 et E9 actives sur IfaA.

La fraction E8, qui est active dans le test biologique avec IfaA, contient les deux
composés EBA et E8B. De la méme facon, la fraction E9 qui induit le géne IfaA présente les
deux pics majoritaires dans la fraction E8, ainsi les composés E9A et E9B sont identiques a
EBA et E8B. Ceci est démontré par les spectres UV et les temps de rétention identiques
(Figure 33b, c). La séparation de ces deux composeés, puis leur résultat individuel au test
biologique pourront indiquer si I’un de ces composés correspond réellement a un inducteur
de IfaA.

I11-7  Comparaison de composés présents dans les deux extraits de plantes

Suite aux analyses des composés présents dans chaque extrait, pomme de terre et
endive, il était intéressant de comparer entre eux les extraits des deux plantes utilisées. Au
moins trois composes semblent identiques si I'on considére leurs spectres UV. Le spectre UV
de la molécule P12B (PTy\) provenant de pomme de terre (Figure 32b) montre un épaulement
caractéristique qui est retrouvé dans les spectres UV des composés provenant de l'extrait
d'endive E6D et E7C (ETZ) (Figure 33d et e). Une situation similaire est observée pour le
composé de pomme de terre P12A (PTk) (Figure 32b) qui présente des homologues dans les
fractions de I'extrait d'endive E6B et E7B (ETs) (Figures 33e, d, a). De méme, le composé de
pomme de terre P8A (PT.) (Figure 32c) est semblable & ES8A (ETy) de I'extrait d'endive
(Figure 33c, a).
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FIGURE 33 : Analyse HPLC de I’extrait total et de fractions actives obtenues a partir de I’extrait
d’endive

Les composés sont détectés a 260 nm. Les pics observés dans les fractions actives E6, E7, E8 et E9 (e, d, c et
b) sont retrouvés dans ’extrait total (a) (mémes temps de rétention et spectres UV). Les fractions E8 (c) et E9
(b) induisent [faA, et elles contiennent deux composés majeurs identiques. Les fractions E6 (e) et E7 (d)
n’induisent que la fusion [fgN. Le composé majeur de E6 et E7 (fléches orange) ne peut pas étre l'inducteur
de [fgN car il est présent dans les fractions E8 et E9 qui n’induisent que [faA.
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V. Identification de molécules purifiées

Pour les composeés purs et potentiellement actifs, la structure est déterminée par analyse
par Spectrométrie de Masse (SM) et Résonance Magnétique Nucléaire (RMN).

Parmi toutes les fractions actives de pommes de terre (P6, P7, P8, P12) et d’endives
(E6, E7, E8, E9), la purification a continué a partir de la fraction P12 de pomme de terre
active sur la fusion IfaA. Cette fraction contient deux composés majeurs P12A et P12B qui
absorbent trés fortement & 260 nm. L’inducteur pourrait étre un de ces deux composés, ou
I’association des deux. La quantité de la fraction P12 est assez faible. Elle contient seulement
12 mg de matiere seche. Cette quantité pouvait suffire pour identifier les deux composés
majeurs. Ceux-ci ont été séparés par HPLC semi-préparative (Figure 34). Le composé P12B
a été récupéré pratiguement pur dans une fraction de 3,2 mg. 1 mg a été utilisé pour la
détermination de la masse moléculaire en LC-MS. La masse moléculaire de ce composé est
de 283 g (Figure 35). Le reste de la fraction contenant le composé P12B a été traité par RMN
(Figure 36). Ces analyses RMN ont permis d’identifier le composé P12B comme étant la
guanosine (Figure 37). Ceci a été confirmé par co-chromatographie avec la guanosine pure
d’origine commerciale (Figure 38). Ces co-chromatographies ont également confirmé que la
guanosine est le composé majeur dans la fraction active P12. Cependant, les résultats négatifs
aux tests biologiques montrent que P12B n’est pas I’inducteur de IfaA. La fraction contenant
le composé P12A a ensuite été récupérée a partir de la chromatographie semi-préparative.
L’analyse LC-MS montre que la masse moléculaire de P12A est 358 g (Figure 39). La
quantité de la matiere séche inférieure a 1 mg est insuffisante pour réaliser 1’analyse RMN
qui permettrait la détermination de la structure de la molécule P12A. Cependant, I’analyse

biologique a confirmée son activité sur la fusion IfaA.
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FIGURE 34 : Séparation de molécule P12A et P12B en HPLC semi-préparative
La séparation a été effectuée sur la colonne Nucleodur Carbone 18 avec de ’acétonitrile 5% comme solvant.
La concentration de la fraction P12 est de 10 mg/mL et le volume d’injection est de 100 pL.
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FIGURE 35 : Spectre de masse pour le composé P12B
La masse exacte de composé P12B est calculée sur la base suivante m/z 282 [M-H] => M=283 g, en sachant que
en mode négatif il faut rajouter 1 proton.
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Spectre RMN HMBC
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FIGURE 36 : Analyse RMN du composé P12B
Cette analyse confirme que composé P12B est bien la guanosine.
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FIGURE 37 : Structure de la guanosine et spectres en RMN proton et carbone-13, et LC-MS

(SciFinder, American Chamical Society)
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FIGURE 38 : Co-chromatographie de la guanosine commerciale et du composé P12B identifié
comme étant la guanosine
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FIGURE 39 : Spectre de masse du composé P12A
La masse exacte de composé P12A est calculée sur la base suivante m/z 357 [M-H]" => M=358 g, en sachant
que en mode négatif il faut rajouter 1 proton.
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Discussion

L’objectif de ce travail de thése s’inscrit dans 1’étude des signaux impliqués dans la
virulence bactérienne et dans I’interaction bactéries-hétes. Les thématiques de recherche
abordées portent sur 1’identification de « petites molécules » impliquées dans les interactions
biologiques : métabolites secondaires et phytoconstituants jouant un réle dans les
phénomeénes de communication et les interactions plantes-microorganismes.

Erwinia chrysanthemi est un bon modéle pour 1’é¢tude des fonctions impliquées dans
I’interaction plantes-bactéries. Cette entérobactérie phytopathogene ne présente pas de
spécificité d’hote et est responsable de pourritures sur de nombreux végétaux tels que la
pomme de terre, l'endive, le chrysanthéme et le saintpaulia (Perombelon, 2002).
L’importance des pertes économiques engendrées par ces bactéries varie en fonction des
conditions climatiques, ainsi que des méthodes de culture et de conservation des végétaux.
Les infections par E. chrysanthemi qui se manifestaient autrefois essentiellement dans les
régions tropicales sont maintenant en nette progression dans les pays tempérés. La
macération des tissus végétaux résulte de la production par la bactérie d’un arsenal
d’enzymes lytiques agissant sur la lamelle moyenne et la paroi primaire des cellules
végétales par attaque des principaux polysaccharides pariétaux (pectine, cellulose,
hémicellulose). La dégradation de la pectine par E. chrysanthemi est le déterminant majeur
des symptdmes observés (Robert-Baudouy et al., 2000). La forte multiplication des bactéries
dans la plante implique qu’elles sont capables d’assimiler de nombreux nutriments
nécessaires, au dépend des végétaux, et de résister aux réactions de défense des plantes. La
virulence bactérienne est donc multifactorielle et dépend d’une succession d’événements.
L’expression coordonnée des facteurs de virulence nécessite la reconnaissance de signaux
moléculaires ou de conditions spécifiques de la plante. L’ajustement du métabolisme
bactérien dépend d’un réseau de régulation complexe qui intégre ces signaux (Hugouvieux-
Cotte-Pattat et al., 1996).

A T’heure actuelle, I’étude des interactions biotiques se fait par des approches
complémentaires mais aussi de plus en plus de maniere intégrée, sur la base de méthodes
globales de génomique, de protéomique mais également de métabolomique (Bino et al.,
2004). Concernant ce dernier aspect, le métabolisme primaire ou secondaire des végétaux ou
des microorganismes n’est plus seulement considéré comme une source de molécules. Il est
de plus en plus utilis¢é comme un outil puissant de visualisation phénotypique d’une

interaction ou d’un stress, qu’il soit biotique ou abiotique (Wang et al., 2006c). Chez les
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végétaux, le métabolome semble constituer le principal moyen de communication entre la
plante et son environnement. Pourtant, le fait d’aborder 1’étude des interactions plantes-
microorganismes par la prise en compte des métabolites végétaux est relativement récent.
Bien que le dialogue entre la plante et les microorganismes soit considéré comme essentiel
dans les associations symbiotiques ou pathogenes, les métabolites utilisés comme signaux
moléculaires sont souvent mal connus. Il devient donc particulierement intéressant de
développer des approches a I’interface de différentes disciplines telles que la génétique, la
microbiologie, 1’écologie, la phytochimie et la chimie analytique pour pouvoir prendre en
compte le phénoméne de ’interaction dans sa globalité, c'est-a-dire a travers un écosystéme
complexe impliquant des molécules de communication.

L’obtention récente de la séquence entiére du génome d’E. chrysanthemi (Glassner et
al., en préparation) ouvre a une analyse globale de ses capacités biologiques et, en particulier,
des fonctions liées a sa virulence envers les plantes. Dans une approche de génomique
fonctionnelle, une dizaine de régions du génome d’ E. chrysanthemi ont été identifiées sur la
base du regroupement de genes typiques de voies métaboliques (enzymes, transporteurs,
régulateurs) dont la fonction est totalement inconnue mais qui sont retrouvés uniquement
chez des bactéries phytopathogenes (Agrobacterium, Pseudomonas, Ralstonia, Frankia,
Xanthomonas...) ou associées aux plantes (Rhizobium...). Une étude systématique de telles
régions incluant un régulateur de la famille Lacl (Van Gijsegem et al., 2008) a conduit a
identifier les deux régions, désignées par Ifa et Ifg, exprimées en réponse a une/des

molécule(s) végétale(s).

Description des régions Ifa et Ifg. L’analyse des deux régions d’intérét (IfaATR et
IfgBONAEMR) a été réalisée gréce a la construction de fusions avec un gene rapporteur. Les
genes de structure de ces régions sont induits lors de I’infection de plantes mais également en
présence d’extraits végétaux bruts, démontrant que les inducteurs sont des composés solubles
présents dans la plante. La région Ifg est conservée dans les génomes de trois autres bactéries
associées aux plantes : Erwinia carotovora (Bell et al., 2004), Agrobacterium tumefaciens
(Goodner et al., 2001) et Rhizobium etli (Gonzales et al., 2006), mais son role n’a pas été
étudié. La région Ifa est conservée chez quelques entérobactéries dont Yersinia pestis (Chain
et al., 2006) et des souches pathogeénes d’Escherichia coli (Chouikha et al., 2006). Chez ces
derniéres, il est situé dans un Tlot de pathogenie qui a été récemment étudié et semble
impliqué dans I’assimilation de sucres et la virulence envers les poulets (Chouikha et al.,
2006).
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Les études effectuees sur les fusions IfaA et IfgN confirment qu’il y a une induction
nette par différents extraits végétaux, soit des jus bruts crus obtenus par broyage et
centrifugation, soit des extraits aqueux obtenus par chauffage. Les extraits actifs peuvent
provenir de différents végétaux sensibles a E. chrysanthemi : chrysantheme, endive, pomme
de terre, saint paulia... Ces résultats nous ont conduits a envisager d’isoler les molécules
actives a partir d’un de ces types d’extraits, de préférence a partir d’endive ou de pomme de

terre, Ilégumes facilement disponibles dans le commerce en toute saison.

Analyse de mutants dans les régions Ifa et Ifg. Des mutants ont été construits par
insertion de cassette Cm pour inactiver les génes des régulateurs IfaR et IfgR et par insertion
de cassettes uidA-Kan pour obtenir des fusions dans les génes IfaT, IfaA, IfgB et IfgN avec
comme rapporteur I’activité B-glucuronidase. Les fusions IfaA et IfaT sont peu exprimées en
absence d’extrait de plantes. La fusion IfaA est induite en présence d’extrait, alors que la
fusion IfaT ne I’est pas. LfaT étant un transporteur membranaire, cela suggére que son
inactivation provoque une absence de transport de I’inducteur de la région Ifa. L’effet du
régulateur LfaR a été testé sur ces fusions. Lorsque le régulateur LfaR est inactivé, les
fusions IfaA et IfaT montrent une expression dérégulée trés forte, méme en absence
d’inducteur. Le régulateur LfaR exerce donc un effet de répression sur IfaA et IfaT. De plus,
I’absence d’induction de la fusion IfaA lorsque IfaR est inactivé, suggeére fortement que le
régulateur LfaR est responsable de la réponse a I’inducteur de IfaA présent dans I’extrait de
plante.

La fusion IfgN est également induite en présence d’extraits de plante alors que le
transporteur IfgB est peu, ou pas, induit par cet extrait. LfgB pourrait donc transporter
I’inducteur de la région Ifg. L’augmentation d’expression des fusions IfgN et IfgB lorsque
LfgR est inactivé indique que LfgR agit comme répresseur de ces genes. Le régulateur LfgR
est probablement responsable de 1’induction de IfgN en présence d’extrait de plante car son
inactivation provoque une absence de réponse a la présence d’extrait de plante.

L’effet d’extraits provenant de différentes plantes : endive, chrysantheme, pommes de
terre et saint paulia, a été évalué sur les fusions IfaA et IfgN. Tous les extraits testés sont
inducteurs de la fusion IfaA. Par contre, ces extraits n’ont pas tous un effet sur la fusion IfgN.
Les extraits de pomme de terre et de saint paulia ne déclenchent pas d’induction significative.
Ces premiéres données suggerent que ce ne sont pas les mémes moléecules qui agissent pour

I’induction des deux fusions IfaA et IfgN.
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L’effet de différents extraits, crus ou chauffés, a été comparé sur les fusions IfaA et
IfgN. Les extraits crus sont toujours plus efficaces que les extraits chauffés car 1’induction est
obtenue a plus basse concentration. L’extrait a été chauffé par autoclavage, ce qui correspond
a une montée progressive en température (une activité enzymatique reste possible lors de
cette montée). Pour la fusion IfaA, une forte induction est obtenue a partir de 0,25% d’extrait
cru et de 2% d’extrait chauffé. La fusion IfgN est bien induite par des concentrations d’extrait
cru supérieures a 1% et d’extrait chauffé supérieures a 8%. Il faut donc une concentration
plus forte d’extrait pour 1’induction de IfgN que pour celle de IfaA. Cette étude montre que
tous les extraits deviennent inducteurs de la fusion IfgN s’ils sont utilisés a une concentration
suffisante. Les molécules inductrices des régions Ifa ou Ifg pourraient donc étre identiques ou
tres proches si les régulateurs LfaR et LfgR avaient une affinité différente pour ces
molécules.

L’analyse des différents mutants et de 1’expression des fusions en présence de plusieurs
extraits de plantes a permis de mieux comprendre le fonctionnement des systemes Ifa et Ifg.
Dans le cas du systeme Ifa (Figure 40), en absence de plante, donc d’inducteur, la protéine
régulatrice LfaR se fixe sur le promoteur de IfaT afin d’empécher 1’expression de 1’opéron
IfaTA. C’est un cas typique de répression de la transcription. En présence de plante,
I’inducteur végétal est transporté par la protéine LfaT dans le cytoplasme ou il est reconnu
par le régulateur LfaR. Cette molécule se fixe sur le régulateur LfaR, provoquant un
changement de la conformation du régulateur qui perd sa propriété de se fixer sur le
promoteur. L’expression des génes Ifa devient alors possible. Il n’y a plus de répression grace

a la présence de I’inducteur, c¢’est un cas classique d’induction.
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FIGURE 40 : Modéle de fonctionnement du systéme [fa
A - inducteur végétal,

LfaR - répresseur opéron (faTA,

LfaT - transporteur de ’inducteur,

LfaA - enzyme de la famille GH31.

Le fonctionnement du systéeme Ifg est voisin de celui proposé pour Ifa mais un peu plus
complexe. Le transport de 1’inducteur de Ifg se fait par un mécanisme de type ABC qui
implique une protéine affine périplasmique LfgB et un couplage énergétique au niveau de la
membrane interne grace a I’ATPase LfgA. Les transporteurs ABC sont généralement utilisés
pour I’entrée de molécules présentes a faible concentration dans 1I’environnement bactérien
car ils présentent de plus fortes affinités et spécificités que les transporteurs de la large
famille MSF. L’inducteur de la région Ifg pourrait donc étre présent dans les plantes a une
concentration inférieure a celui de la région Ifa. Ceci est cohérent avec le résultat
expérimental indiquant qu’il faut une plus grande quantité d’extrait de plante pour induire la

fusion IfgN que pour la fusion IfaA.

Autres conditions affectant ’expression des génes Ifa et Ifg. L’environnement est un
facteur qui influence I’expression de la majorité des génes bactériens. Ainsi diverses
conditions environnementales affectent I’expression des fusions IfaA et IfgN. L’extrait de
levure est responsable de I’induction de la fusion IfaA, il agit presque aussi efficacement que
I’extrait d’endive, ceci est probablement du a la présence de composés chimiques similaires

dans la plante et la levure. La fusion IfgN n’est pas affectée par I’extrait de levure, ce qui
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indique une plus forte specificité pour un composé végétal et confirme la distinction entre
inducteurs de Ifa et Ifg.

L’induction pour les deux génes IfaA et IfgN commence en fin de phase exponentielle
de la croissance bactérienne, un peu plus tardivement pour IfgN que pour IfaA. La
température optimale de I’expression des genes IfaA et IfgN (environ 27°C) est légérement
inférieure a la température optimale de croissance d’E. chrysanthemi (30°C). L’ajout de
glucose ainsi qu’une forte osmolarité provoquent une répression de 1’induction de la fusion
IfgN. Ces influences des conditions environnementales sont probablement dépendantes de

régulateurs globaux de la transcription.

Effet d’autres régulateurs de la virulence. Lorsque les conditions environnementales
varient, des différences d’expression des fusions sont observées méme quand le régulateur
voisin LfaR ou LfgR, est inactivé. Cela suggere que les génes Ifa et Ifg sont modulés par
d’autres régulateurs secondaires. L’expression des fonctions de virulence d’E. chrysanthemi
est contr6lée par Crp (activateur global du catabolisme carboné) ou par les régulateurs KdgR,
PecS, ExpR ou PecT qui jouent un role de répresseur. L’inactivation des génes pecS, kdgR,
pecT et expR montre que les régulateurs de diverses fonctions de virulence PecS, KdgR,
PecT et EXpR n’affectent pas le niveau de base et/ou I’induction par des extraits de plante des
fusions IfaA et IfgN. Les régulateurs secondaires qui agissent sur I’expression des régions Ifa

et Ifg restent donc a identifier.

Mise au point d’un test biologique. L’induction des genes d’intérét IfaA et IfgN est
provoquée par des extraits provenant de diverses plantes. Les endives et les pommes de terre
ont été choisies en raison de leur disponibilité dans le commerce en toute saison et de la
présence moindre de contaminants chimiques. En effet, contrairement aux plantes
ornementales comme les chrysanthémes et les saint paulia qui sont trés exposes aux
traitements chimiques, les plantes a usage alimentaire ne sont pas traitées dans les semaines
précédents leur récolte. La peau et la chair de pomme de terre n’ont pas la méme composition
chimique mais induisent les génes d’intérét sans différence significative. Ces premiéeres
études ont conduit a se focaliser sur I’extrait de chair de pomme de terre qui peut étre obtenu
facilement et en grande quantité.

Afin d’effectuer un grand nombre de tests d'induction, il était nécessaire de mettre au
point un crible reproductible et rapide a moyen débit, compatible avec un fractionnement bio-

guidé. Cette mise au point nous a permis d’augmenter les capacités en nombre d’échantillons
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qui peuvent étre traités simultanément, tout en diminuant la quantit¢ de reactifs et
d’échantillons utilisés. Les extraits crus d’endive et de pomme de terre servent de témoins
positifs du phénomeéne d’induction des fusions dans les deux génes d’intérét, IfaA et IfgN. Les
conditions adaptées a 1’induction en microplaque sont assez semblables pour les fusions IfaA
et IfgN sauf que la quantité d’extrait de plante doit étre 5 fois supérieure pour obtenir une
induction nette de IfgN. Suite a la mise au point des conditions d’induction en microplaque,
les tests biologiques ont été réalisés avec divers composés commercialisés appartenant a
différentes classes chimiques (sucres simples, oligosaccharides, polysaccharides,
aminoacides, bases nucléiques et divers métabolites secondaires végétaux). Aucun effet
d’induction significatif n’a été observé aprés addition de l'un de ces composés

commercialisés.

Fractionnement d’extraits végétaux. L’approche choisie pour la purification des
inducteurs impliquait un couplage de méthodes de fractionnement avec I’analyse de 1’activité
des fractions obtenues grace au test biologique d'induction. Ces expériences ont débuté avec
des extraits d’endives et de chair de pommes de terre. Aprés fractionnement en fonction de la
polarité des composes (SPE), les échantillons provenant des extraits d’endive et de pommes
de terre ont été évalués pour I’induction de IfaA et IfgN. Les composants moins polaires
extraits par le méthanol ne sont pas inducteurs. Des composants polaires solubles dans 1’cau
sont responsables de I’induction des fusions IfaA et IfgN. Mais I’induction était toujours plus
faible apres fractionnement SPE que dans le cas d’extraits de plantes non-fractionnés. Cette
méthode n'a donc pas été employée par la suite.

Les extraits d’endives et de chair de pommes de terre ont été soumis a des
chromatographies sur colonnes de Sephadex LH-20 et sur colonnes de Sephadex G-10,
celles-ci ayant la capacité de trier des molécules de tailles inférieures & 1 000 Da et 700 Da,
respectivement. Les profils HPLC de toutes les fractions récupérées ont été déterminés ainsi
que les spectres UV des pics majeurs. Certains composés similaires sont retrouvés dans les
deux types d’extraits, endive et pomme de terre, en considérant leur temps de rétention ainsi
que leur spectre UV-visible. D'autres composés semblent spécifiques de la plante, ou du
tissu, ayant servit a préparer I'extrait.

Quelques fractions sont actives sur les deux fusions IfaA et IfgN mais plusieurs ne
sont actives que sur une fusion. Les fractions provenant de Pomme de terre et d'Endive ont
été dénommees Pn et En, respectivement. Quelques fractions ont plus particulierement retenu

notre attention. Par rapport a I’extrait total de pomme de terre, la fraction P12 semble
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contenir seulement deux composés, P12A et P12B. Cette fraction étant active pour
I’induction de IfaA, P12A et P12B sont donc de bons candidats comme inducteurs potentiels
de IfaA. De méme, la fraction P8 qui induit IfaA contient deux composés largement
majoritaires, P8A et P8B. La fraction P7 montre une activité inductrice a la fois pour IfaA et
IfgN. Elle contient plusieurs composés dont un composé majeur P7A, qui pourrait étre un
inducteur potentiel de la fusion IfgN. La fusion IfaA serait induite soit par le composé P7A,
soit par d’autres composés présents en plus faible quantité. Les composés potentiellement
inducteurs présents dans ces fractions actives sont bien visibles sur le chromatogramme de
I’extrait total de pomme de terre, 1’identité entre les pics des fractions et ceux de I’extrait
total étant confirmée par les spectres UV.

Une interprétation similaire peut étre donnée pour les fractions obtenues a partie de
I’extrait d’endive. A partir de celui-Ci, on retrouve également des fractions qui induisent l'un
des deux, ou les deux, génes d’intérét. La fraction E6 contient plusieurs composés qui
peuvent correspondre a 1’inducteur de la fusion IfgN. Cependant, le pic majeur ne peut pas
étre un inducteur de IfgN car ce pic (par rapport a son temps rétention) est retrouvé dans les
fractions E8 et E9 qui n’induisent que lfaA.

En conclusion, les inducteurs sont des composés tres polaires potentiellement reliés a
la famille des phénols étant donné leurs caractéristiques spectrales. Les fractionnements
réalisés prouvent la présence de plusieurs composés potentiellement inducteurs. Ils
pourraient exister sous plusieurs formes, par exemple sous forme glycolyse et aglycone, deux

formes qui co-existent fréquement dans les plantes.

Purification de molécules a partir des fractions inductrices. Grace a différentes
techniques utilisées comme la chromatographie liquide semi-préparative sous haute pression,
la co-chromatographie, la spectrométrie de masse et la RMN, la caractérisation des composés
présents dans les fractions actives de pomme de terre et d’endive était possible. La fraction
active provenant de pomme de terre P12 possede deux composes majeurs qui ont été purifiés.
Ces methodes d'analyse, en particulier la RMN ont montré que le pic majeur P12B
correspond a la guanosine, un nucléoside. Cependant la guanosine n’est pas un inducteur de
la fusion IfaA, comme cela a été montré par les tests biologiques avec le composé pur P12B
ainsi qu’avec la guanosine commercialisée. La caractérisation du deuxiéme composé de la
fraction P12, P12A, s’est arrétée au niveau de sa masse moléculaire, la quantité n’était pas
suffisante pour effectuer les analyses de RMN. L’inducteur peut donc étre le composé P12A,

car les tests biologiques confirment une activité envers la fusion IfaA. Les analyses co-
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chromatographiques ont montré que les autres nucléosides tels que 1’adénosine, le 2-
désoxyadénosine, 1’inosine et la xanthosine ne correspondent pas au composé P12A.

Il faut aussi noter que le composé P12A pur n’induit que faiblement le géne d’intérét
alors que la fraction P12 montre une forte activité. 1l est également possible qu’une synergie
existe entre les deux composés P12A et P12B. Le fait que ’on ne retrouve plus autant
d’activité pour les composés purifiés que dans I’extrait de départ peut résulter de leur
dégradation au cours du processus de fractionnement. Des changements de conformation ou
de structure suite a des réactions chimiques ou physiques (luminosité, température, humidité)
ont pu se produire au cours des fractionnements et purifications. Cela pourrait expliquer la
faible activité du composé P12A par rapport a la forte activité de la fraction P12 entiere. La
faible activité du compose P12A doit aussi étre relativisée par rapport a la caractéristique de
I’extrait de départ qui présente le niveau maximum de I’effet biologique. Une derniére
hypothése est que, dans cette fraction, il existe d’autres composés mineurs ou dont
I’absorbance est faible par rapport aux molécules P12A et P12B. Leur mise en évidence
exigera de reprendre tous les protocoles de fractionnement en utilisant une quantité beaucoup

plus importante d’extrait au départ.

Perspectives

L’effet inducteur qui était testé sur plusieurs plantes (feuilles d’endive, de saint paulia,
de chrysanthéme et tubercules de pommes de terre) semble montrer des variations entre ces
extraits. Afin de vérifier si I’inducteur est présent chez toutes les plantes et dans tous les
tissus, il serait intéressant de tester d’autres plantes mode¢les telles que arabidopsis, le riz, la
vigne, mais aussi de comparer différentes parties d'une méme plante, telles que feuilles, tiges,
racines, graines... Il faudrait aussi vérifier si I’état physiologique des plantes est important,
par exemple en comparant des plantes jeunes ou agées, des plantes saines ou blessées. Il
serait particulierement intéressant de voir si la quantité de composés inducteurs varie lors des
réactions de defense de la plante, apres mise en contact de la plante avec Erwinia ou d’autres
pathogenes.

Pour éviter toute métabolisation non contrélée des inducteurs lors de la montée en
température des extraits chauffés, il serait préférable de comparer I'effet inducteur aprés un
choc thermique rapide, réalisé en plagant un petit volume d’extrait dans un bain-marie

bouillant. L’influence de la métabolisation par des enzymes végétales peut €tre testée en
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incubant 1’extrait a 40°C pendant quelques heures pour voir s’il y a modification de 1’activité
inductrice. L’effet de ces extraits chauffés a 40°C ou a 90°C pourra étre compare a celui de
I’extrait de départ. Pour voir si des enzymes bactériennes modifient les composés inducteurs,
un lysat d’E. chrysanthemi pourra également étre ajouté a I’extrait brut.

Au niveau bactérien, il serait intéressant de comparer le transcriptome de la souche
sauvage d’E. chrysanthemi en présence ou absence des inducteurs, et avec celui des mutants
de régulation IfaR et IfgR, afin de connaitre I’ensemble des cibles affectées par 1’inducteur et
les régulateurs.

Au niveau de la plante, la caractérisation des molécules inductrices permettrait de
vérifier s’il existe des mutants affectés pour la biosynthése des inducteurs dans la collection
de mutants d’Arabidopsis. La sensibilit¢ de ces plantes mutantes a 1’infection par E.
chrysanthemi ou d’autres pathogénes pourra alors étre analysée. Ceci aiderait a comprendre
le rdle de ces molécules dans l'interaction.

L’objectif principal de ce travail reste de purifier et de déterminer la structure de tous
les composés actifs présents dans les extraits de plantes. 1l semble en effet exister plusieurs
molécules inductrices car plusieurs fractions sont actives au niveau du test biologique. Le
type de variation entre ces molécules sera alors identifié, il peut s’agir de glycosylation ou de
méthylation, comme dans d’autres cas de métabolites végétaux actifs. Avec les composés
purifiés, il sera possible de réaliser une gamme de concentration pour les deux genes d’intérét
IfaA et IfgN, afin de comparer les effets respectifs de ces molécules. Cela permettra de
vérifier qu’il y a une différence entre les molécules inductrices des deux régions et de
déterminer leur recouvrement potentiel. L’ensemble de ces travaux conduira a une meilleure
connaissance des signaux impliqués dans ’interaction entre la bactérie phytopathogene

Erwinia chrysanthemi et ses plantes hotes.
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Analysis of the regulators of the Lacl family was performed
in order to identify those potentially involved in pathogenic-
ity of Erwinia chrysanthemi (Dickeya dadantii). Among the
18 members of the Lacl family, the function of 11 members
is either known or predicted and only 7 members have, as
vet, no proposed function. Inactivation of these seven
genes, called IfaR, IfbR. IfcR. IfdR. IfeR, IffR, and IfgR, dem-
onstrated that four of them are important for plant infec-
tion. The [faR and IfcR mutants showed a reduced virulence
on chicory, Saintpaulia sp., and Arabidepsis. The [feR mutant
showed a reduced virulence on Arabidopsis. The IfdR mutant
was more efficient than the wild-type strain in initiating
maceration on Sainfpaulia sp. The genetic environment of
each regulator was examined to detect adjacent genes po-
tentially involved in a common function. Construction of
transcriptional fusions in these neighboring genes demon-
strated that five regulators, LfaR. LfcR, LfeR, LffR, and
LfgR, act as repressors of adjacent genes. Analysis of these
fusions also indicated that the genes controlled by LfaR,
LfcR, LfgR, and LffR are expressed during plant infection.
Moreover, addition of crude plant extracts to culture me-
dium demonstrated that the expression of the LfaR- and
LfzR-controlled genes is specifically induced by plant com-
ponents.

Additional keywords: induction, in planta expression, regulation.

Pectinolytic enterobacteria produce soft-rot disease on many
plant species. The disease is characterized by the maceration
of plant tissue as the result of the action of a set of enzymes
degrading the plant cell wall. Among these enzymes, pectate-
lyases, which depolymerise pectin, play an essential role in
pathogenicity (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 1996). Although
essential, the synthesis and secretion of pectate lyases are not
the sole factors necessary for bacterial virulence. Plant coloni-
zation is a multifactorial process involving numerous addi-
tional factors. Moreover, fine tuning is required for the produc-
tion of the virulence factors at the right time and level during
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infection. Bacterial pathogenesis includes steps wherein the
pariners recognize each other and respond accordingly by
modulating the expression of specific sets of genes. The com-
pletion of the Erwinia chrysanthemi (or Dickeva dadantii)
3937 genome provide a genome-scale view of the metabolic
capacities of this plant-pathogenic bacterium (J. D. Glassner
and N. T. Perna unpublished data). A substantial part of the E.
chrysanthemi genome is dedicated to genes involved in regula-
tion. Nearly 9% of strain 3937 predicted proteins (approxi-
mately 400 proteins) are thought to play a role in transcrip-
tional regulation, and 293 of these proteins are predicted to be
DNA-binding transcriptional regulators. Approximately 20%
of strain 3937 transcriptional regulators display similarity with
regulators found only in plant-associated bacteria, such as Ral-
stonia spp.. Pseuwdomonas syringae, Agrobacterium spp., Xan-
thomonas spp., or Rhizobium spp.. Such regulators could be
implicated in responses to conditions specifically encountered
in the plant tissues. Strain 3937 transcriptional regulators are
distributed in 28 distinct families containing from 1 to 62
members. As observed in other enterobacteria, the LysR family
is the larzest family of transcriptional regulators in E. chrysan-
themi, with 62 members. The two-component response regula-
tors are represented by 30 members. The Lacl family is quite
well represented. with 18 members, compared with 14 in Es-
cherichia coli K-12 and Erwinia carotovora subsp. afroseptica
(Bell et al. 2004).

Among the numerous E. chrysanifiemi regulators, only a
few have been shown to be involved in the control of virulence
factors. The correct production of pectate lyases, the major
maceration factors, is directed by a regulatory network includ-
ing mostly repressors of various families (Hugouvieux-Cotte-
Pattat et al. 1996; Sepulchre et al. 2007). KdgR, a repressor of
the IclR family, mediates induction of several genes involved
in pectin degradation or related functions (Reverchon et al.
1991; Rodionov et al. 2004). PecS. a repressor of the MarR
family, controls production of plant cell-wall-degrading en-
zymes and of a blue pigment, indigoidine, which could act as
antioxydant (Reverchon et al. 1994, 2002). PecT, a repressor
of the LysR family, controls pectate lyvase and exopolysaccha-
ride synthesis (Surgey et al. 1996). The positive regulator CRP
was found to be the major activator of pectate lyase synthesis
(Reverchon et al. 1997). Recently. the GacA-GacS two-com-
ponent system was shown to be important for activation of E.
chivsanthemi virulence factors (Lebeau et al. 2008; Yang et al.
2008).
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Our aim was to use a functional approach on a whole family
of E. chrysanthemi regulators. The Lacl family was chosen for
the present work. The regulators of the Lacl family are often
involved in the control of degradative pathways. They directly
interact with DNA, frequently by a negative effect. acting as
repressors in the absence of the inducing compound (Lewis
2005). Among the 18 regulators of the Lacl family found in E.
chivsanthemi, 7 have a totally unknown function. We analyzed
the potential involvement of these Lacl family regulators in the
interaction with the plant hosts. This study was performed by
i) systematic mutagenesis of each gene encoding a Lacl family
regulator to establish their role in virulence and ii) construction
of genetic fusions in adjacent genes, taken as potential regu-
lated targets, to assess their expression during plant infection.

RESULTS

The regulators of the Lacl family in E. chrysanthemi.

The E. chrysanthemi 3937 genome encodes |8 potential
transcriptional regulators of the Lacl family. Homologs of
these regulators were identified by Blast searches. The best
identity score was found in 10 cases with E. camtovora, in 4
cases with Yersinia spp.. in 2 cases with Salmonella spp. and
in the 2 last cases with the nonenterobacterial genera Clromo-
bacterium and Rhizobium (Table 1). Eight of these regulators
are conserved in Escherichia coli K-12 (Table 1) and their
function has been clearly determined in this species. CytR,
FruR, GalR. GalS, GntR, Lacl, RbsR. and PurR are involved
in the catabolism of nucleosides, fructose, galactose, galacto-
sides, gluconate, lactose, and ribose and in the biosynthesis of
purine, respectively. In the case of these eight regulators, we
hypothesized that their function is conserved in Erwinia chry-
santhemi. In addition, the role of the two regulators RafR and
ScrR., which are encoded by genetic mobile elements, was
described in various enterobacteria (Aslanidis et al. 1989;
Titgemeyer et al. 1996). They are involved in the catabolism of
raffinose and sucrose, respectively, and these functions were
confirmed in E. chrysanthemi (unpublished data). 1D 18202,
encoding the GanR regulator, is situated in a cluster of genes
which was recently shown to be involved in galactan degrada-

tion (Delangle et al. 2007). Thus, there are still seven E. chry-
santhemi regulators of the Lacl family which do not yet have a
known function.

We decided to perform a systematic analysis of these seven
E. chrysanthemi regulators. To facilitate this analysis, we arbi-
trarily allocated a name to each of these genes or proteins and
to certain adjacent genes (Tables 1 and 2; Fig. 1). The Lacl
family regulators were named LfaR (ID 15303), LfbR (ID
16819), LicR (ID 18397), LfdR (ID 18466), LfeR (ID 18558).
LffR (ID 18801), and LfgR (ID 19202). A systematic muta-
genesis was carried out to determine the importance of these
E. chrysanthemi regulators in the plant-bacteria interaction. A
chloramphenicol-resistant (Cm’) cassette was inserted into the
cloned genes and, using reverse genetics, these insertions were
integrated in the chromosome of the wild-type strain 3937.
Hence, we were able to obtain mutants affected for each regu-
lator.

Virulence of the regulator mutants.

‘We first compared the maceration on chicory leaves provoked
by each mutant 24 h postinfection with that caused by the pa-
rental strain 3937 (Fig. 2). There was no significant difference
in the degree of maceration caused by the mutants [fDR, [fdR,
{feR, [ffR. and [fgR. In contrast, the [faR and [fcR mutants
caused a clearly reduced maceration (Fig. 2). This result
showed that the integrity of the regulators LfaR and LfcR is
important for the development of soft-rot disease.

The pathogenicity of these mutants was also tested on two
types of whole plants: Saintpaulia ionantha (African violet).
the host plant from which strain 3937 has been isolated. and
the plant model Arabidopsis thaliana, for which the pathosys-
tem has been recently established (Dellagi et al. 2005). Saint-
paulia sp. inoculations were performed by infiltration using a
bacterial suspension at 10° bacteria/ml (Fig. 3A). There was no
difference in symptoms caused by the wild-type strain and the
mutants affected for IfbR, IffR, and IfeR (P = 0.3) (Fig. 3A). A
repetitive but only slight delay in symptom occurrence was ob-
served with the {feR mutant (P = 0.1) (Fig. 3A). In contrast, the
IfaR, IfcR, and [fdR mutants behaved significantly differently
from the wild-type strain. The [faR mutant was able to initiate

Table 1. Eighteen regulators of the Lacl family encoded by the 3937 genome and their homologues

Identity with (%

1D mo. Name Escherichia coli® Erwinia carofovora Other bacteria spp.”

18277 FruR 89 89 90 Yersinia, 89 Salmonella

14676 Purk &0 a2 86 Yersinia, 86 Photorhabdus

18375 Gals 76 (56 GalR) 11 Salmonella

18477 GalR 75 71 17 Yersinia, 75 Salmonella

15046 GntR 72 69 12 Yersinia, 72 Salmonella

15142 RbsR 0 83 70 Salmonella, 69 Photorhabdus

2411 CytR 13 14 68 Yersinia, 66 Salmonella

15766 Lacl 55 62

19140 RafR 554 9 55 Yersinia

16544 SerR 624 B4 66 E. amylovora, 64 Klebsiella, 62 Salmonella

18202 GanR (42 Lacl) (47 Lacl) 83 Yersinia

15303 LfaR 524 &7 57 Yersinia

18466 LfidR (46 AscG) 11 62 Salmonella

19202 LfgR 18 40 Rhizobium, 39 Agrobacterium

18801 LffR 15 60 Maanheimia, 41 Thermoanaerobacter, 40 Oceanobacillus, 37 Bacillus
18558 LfeR 67 16 Salmonella, 48 Ralstonia, 39 Streptonryces, 37 Pseudomonas, 35 Agrobacterium
18397 LicRk (31 ScrR) (29 ScrR) 35 Chromobacterium, 31 Vibrio

16819 LibR (32 ECA4246) 34 Rhizobium

* The best score is underlined. The level of identity with homologues known to be involved in a different pathway is shown in brackets parentheses, with the

name of the corresponding homologue.
" Escherichia coli K12 and other E. coli or Shigella strains.

“ The genus is indicated for bacteria encoding an homologous protein with an identity score superior or equal to the score obtained for E. coli proteins.
4 RafR and ScrR genes are encoded by mobile genetic elements, either plasmids or transposons. An LiaR homologue is found in a genomic island of an

extraintestinal avian pathogenic E. coli strain.
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symptoms at the same frequency as the wild-type strain but
symptom progression was delayed and less severe (P < 0.03).
The [fcR mutant was greatly affected in virulence because,
compared with the wild-type strain. fewer inoculated plants
exhibited symptoms and a delay in symptom progression was
observed (P < 0.05). Compared with the wild-type strain, the
IfdR mutant developed more rapidly severe symptoms (for ex-
ample, 3 days postinoculation, P = 0.01) (Fig. 3A). This was
even more visible when a low inoculum was used (bacterial
suspension at 107 bacteria/ml, P < 0.04) (Fig. 3B). a condition
in which the wild-type strain was moderately efficient in
symptom development (Fig. 3B).

On Arabidopsis, a decreased virulence was also observed
with the [faR and [fcR mutants (Fig. 4). The [faR mutant pro-
duced delayed and reduced symptoms (P < 0.05) and the {fcR
mutant was impaired both in symptom occurrence and symp-
tom severity (P < 0.05). Although the IfeR mutant was weakly
affected on Saintpaulia spp., it was clearly impaired in disease
symptom progression on Arabidopsis (P < 0.03) (Fig. 4). Thus,
on whole plants, the integrity of the regulators LfaR, LfcR, and
LfeR is important for the development of soft-rot disease.

Bacterial growth in planta is also a parameter of bacterial
virulence (Lebeau et al. 2008; Yang et al. 2008). Bacterial
numerations were performed 24 h after inoculation of Arabi-
dopsis leaves with the wild-type strain or the lfaR, [fcR. IfdR,
and [feR mutants. At this time point, maceration symptoms are
not yet observed. and it was shown that the bacterial popula-
tion reaches a level of approximately 107 bacteria per leaf, a
level that remains stable as long as no rotting occurs (Lebeau

Table 2. Proteins encoded by the Erwinia chrysanthemi genomic clusters
including a Lacl regulator gene

1D mo. Name Protein deseription®

20045 Lfad Putative o-glycosidase, of glycoside
hydrolase family 31

20044 MEFS, anion:cation symporter

16820 LfbE Putative metal-dependent hydrolase

16821 ABC transporter, ATPase

16822 ABC transporter, membrane protein

16823 ABC transporter, membrane protein

16824 LfbB ABC transporter, sugar periplasmic
binding protein

18391 LicK Putative carbohydrate kinase

18392 Hypothetical protein

18394 Putative lyase or synthase

18395 Hypothetical protein

18396 MSF, metabolite:H" symporter

18467 PTS, component [1A

18469 PTS. component 11C

18471 LfdP Putative phospho-g-glucosidase, of
glycoside hydrolase family 1

18472 PTS. component [1B

18557 LfeW Putative racemase or enolase

18805 Putative isomerase

18804 MFS, nucleoside H® symporter
18803 LffE Putative enzyme, 27% identity with lolE
(Yoshida et al. 2004)

18802 Putative oxidoreductase, Gfo/ldn/MocA
family

18800 Hypothetical protein

19204 ABC transporter, membrane protein

09205 ABC transporter, membrane protein

09206 ABC transporter, ATPase

19207 LigN Putative enzyme, 44% identity with
RhiN (Hugouvieux-Cotte-Pattat 2004)

19208 Hypothetical protein

19212 ABC transporter, periplasmic binding
protein

*MFS, major facilitator superfamily; PTS, phosphoenolpyruvate-dependent
phosphotransferase system:; ABC, ATP binding cassette.

et al. 2008). With the [faR mutant. the bacterial population per
leaves appeared 6- to 40-fold lower than that obtained with the
wild-type strain (P < 0.0001). This alteration in bacterial
growth in the early stages of infection suggests that the [lfaR
mutant is affected for adaptation to the plant environment.

Effect of the regulator mutations
on adjacent structural genes.

Because the targets of a regulator are frequently found in the
vicinity of its gene, we analyzed the genetic environment of
the seven selected regulator genes (Fig. 1). They are all adja-
cent to or included in predicted operonic structures encoding
both potential enzymes and transport systems (Fig. 1: Table 2).
In most cases, these groups of genes are at least partially con-
served in the vicinity of the orthologous regulator gene in
other bacteria (data not shown). Such a global conservation
suggested the occurrence of sets of genes involved in a com-
mon function. To test whether these adjacent conserved genes
are potential targets of the regulator, we constructed transcrip-
tional fusions in one gene of each cluster. Such fusions were
obtained by insertion of widA-Km cassettes in the structural
oenes [fad, IfbB, IfcK, IfdFP, [feW, IffE, and [feN (Fig. 1; Table 2).
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Fig. 1. Genetic organization of the Erwinia chrysanthemi clusters encod-
ing the regulators of the Lacl family. The regulator genes are represented
by black arrows. The adjacent genes are shown in white when they encode
potential enzymes and in gray when they encode transporters. The tran-
seription direction of the genes is given by the direction of the arrows.
Both the ID number and the name of the gene are given below the arrows
of the studied genes. The white flags indicate the widA-kanamycin fusions
in the structural genes and the black circles indicate the chloramphenicol
insertions in the regulator genes. The name of the strain containing the
mutation is given above these drawings.
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Fig. 2. Virulence of the regulator mutants on chicory leaves. Afier infec-
tion with each regulator mutant and the wild-type strain 3937 (WT). the
leaves were incubated for 24 h and the length of rotted tissue was meas-
ured to estimate the disease sevenity. The mean value and the standard de-
viations reported correspond to 12 leaves inoculated with each strain.
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Each fusion was then transduced into the mutant containing a
Cm" insertion in the corresponding regulator gene, using the
phi-EC2 transducing phage. As expected for contiguous genes,
a high frequency of cotransduction (50 to 90%) was observed
for each couple of mutations, and only kanamycin-resistant
(Km") Cm" transductants were retained.

The expression of the fusions was then compared between
strains containing, or not containing, the regulator mutation.
The expression of [fad, [fcK, [feW, IfE, and [fgN clearly in-
creased in the regulator mutant, with factors of approximately
70-, 90-, 1,100-, 750-, and 120-fold. respectively (Table 3).
Such high derepression demonstrates that LfaR, LfcR, LfeR,

LffR. and LfgR act as repressors to control the expression of
lfad, IfcK, IfeW, IffE. and IfgN, respectively. In contrast, [fbB
and [fdP expression was not affected by the inactivation of
their adjacent regulator gene. LbR and LfdR are either not
involved in the control of these structural genes or the effect of
the regulator mutation is not visible in our conditions.
Complementation tests were performed using plasmids
containing the regulator genes [faR. [fcR, IfeR. or [fgR (Table
4). The plasmid encoding a given regulator was introduced in
the strain bearing both the regulator inactivation and the fu-
sion in the corresponding target gene (Table 3). The empty
vector (pGEM-T) had no effect on the expression of the fu-
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Fig. 3. Virulence of the regulator mutants in Sainipaalia ionantha. The evolution of the soft rot symptoms was followed after inoculation with the wild-type
strain 3937 (WT) and the regulator mutants. A, Eighteen plants were inoculated by infiltration of a single leaf using a bacterial suspension at 10% bacteria/ml.
B, Similar inoculations were performed using a bacterial suspension at 107 bacteria/ml. Symptom occurrence was scored daily for a week. Symptoms are
classified in four stages as defined by Lebeau and associates (2008): stage 0, no symptoms: stage |, rotting confined to the infiltrated zone: stage 2, macera-
tion of the leaf limb; stage 3. maceration of the whole leaf including the petiole. In each column, the differently filled boxes correspond to the number of
plants exhibiting a given stage of symptoms (identified as shown in the legend). At least three independent experiments were performed. In each case, the
proportion of full symptomatic leaves was compared between the WT strain and mutant groups using the Fisher's exact test. Statistical significance was
defined as P = 0.05. The different experiments gave similar interpretations and results of a representative experiment are shown.
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sions (data not shown). Introduction of the regulator genes
IfaR, IfcR, IfeR, and [fgR affected the expression of the [fad,
IfcK, IfeW, and [fgN fusions, respectively (Table 3). When
compared with the same strain without plasmid, the high
derepressed level of the [faA, [fcK. IfeW, or [feN fusions de-
crease with factors of approximately 3-, 3-, 16-, and 2-fold,
respectively. However, comparison with the strain bearing a
wild-type allele of the regulator gene revealed only a partial
complementation of the regulator mutation (Table 3). In the
transformed strains, the expression of the fusion is intermedi-
ate between the level observed in the wild-type background
and that in the regulator mutant (Table 3). With plasmid
constructions, the intracellular concentration of the encoded
regulator could differ from its concentration in the wild-type

strain. Such variations could affect the expression of the target
eenes because the intracellular concentration of a repressor
protein is often determinant in regulatory circuits (Nasser et
al. 2001).

In planta expression of the genetic fusions
in the potential target genes.

To determine whether the expression of the potential target
eenes is induced during plant infection, we followed the ex-
pression of the seven widA fusions in planta. We first assayed
the reporter enzyme in the macerated tissue following infec-
tion of chicory leaves. A fusion in the highly induced pectate
lyase gene pelD (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al. 1992) was
used for comparison. After 24 h of infection of chicory leaves,
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Fig. 4. Virulence of the regulator mutants in Arabidopsiy thaliana. The evolution of the soft rot symptoms was followed after inoculation with the wild-type
strain 3937 (WT) and the regulator mutants. Inoculation was performed by putting about 50 bacteria on a leaf wound. Symptom occurrence was scored daily
for a week. Symptoms are classified in four stages as defined by Lebeau and associates (2008): stage 0, no symptom: stage |, maceration of the area around
the bactenal suspension droplet; stage 2, maceration extending to the other half of the leaf and along the central vein; stage 3, total maceration of the leaf includ-
ing the petiole. At least three independent experiments were performed. The proportion of full symptomatic leaves was compared between the WT strain and
mutant groups using the Fisher's exact test. Statistical significance was defined as P = 0.03. Results of a typical experiment are presented.

Table 3. Expression of transcriptional fusions and effect of regulator mutations and plant extract addition®

Specific activity (nmol min-! mg-'} in

Fusion Regulator mutation Plasmid Glycerol Glycerol + plant extract
[faA:uidA 7£3 874 £ 305
[faA:uidA Ifakt 504 = 102 30596
[faA:uidA Ifak pl3366 falt 191 £ 57 4332131
IfbB: uidA T4 10£3
[fbB: uidA IfbR 95
[fcK::uidA 212+ 68 20927
[fcK: :uidA IfcR 18823 1136 .
[fcK: :uidA IifeR pI3133, feR* 6,178 2 5%
[fdP: :uidA 0 0

[fdP: :uidA IfdR 0 -

e W:iuidA 4z3 32
[feW: uidA IfeR 4464 £ 403

[feW: cuidA IfeR pl3156, IfeR* 272130
IE::uidA 12£5 15£3
IE: - uidA IR 9,037 £927
IfgN: zuidA 13z4 226174
IfgN:zuidA IfeR 1608 = 234 1,796 £ 269
IfgN:zuidA IfeR pl33aT IfpR" 971272 10131234

* Cells were grown at 30°C in minimal medium containing glycerol (2 g liter™'), with or without the addition of a chicory leaf extract (1%, vol/vol) as inducer.
The results reported for B-glucuronidase activities are the mean value of at least three independent experiments and the corresponding standard deviations

are indicated.
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the {feN fusion was very highly expressed in the macerated tis-
sue (Fig. 5A). The [faA fusion was also expressed at a high
level, similar to that observed for pelD). The [fcK and IffE
fusions were expressed at low levels and no detectable expres-
sion of IfbB, IfdP, and [feW was observed.

To determine whether the expression of these genes varies
according to the host plant, expression of the {fad, [fcK, ifdP,
IffE, and [feN fusions was also assayed in Arabidopsis. Al-
though chicory leaf inoculations were classically performed

Table 4. Erwinia chrysanthemi strains, plasmids, and oligonucleotides

at 30°C, expression of the fusions in Arabidopsis was meas-
ured at 27°C and also at 19 and 24°C, the usual condition for
Arabidopsis pathogenicity tests (Fig. 5B). The fusion expres-
sion was measured in leaves exhibiting the initial stage of
maceration (Fig. 4, stage 1). At both temperatures, the [faA
and [fgN fusions were expressed at a level comparable with
that observed for the pelD fusion while the [efK fusion was
expressed at a low level and no detectable expression of [fdP
or [ffE was observed.

E. chrysanthemi Genotype, description® Reference, origin
Strains
3937 Wild-type strain Laboratory collection
A4n98 lfaR::Cm This work
A4391 Hfad:-uidA-Km This work
A4T9T lfaR::Cm lfad::uidA-Km This work
A4593 IfBR::Cm This work
Ade5T7 IfBB::uidA-Km This work
A4792 IBR:Cm BB widA-Km This work
A4595 IfeR::Cm This work
Ad6T5 HfeK:zuidA-Km This work
A4T93 IfeR::Cm IfcK::uidA-Km This work
AdeTe IfdR::Cm This work
Adp54 IfdP:zuidA- Km This work
A4T789 HfdR::Cm IfdP::widA-Km This work
Adnde IfeR::Cm This work
A4025 HfeW: ruidd-Km This work
A4928 IfeR::Cm Ife Wz uidA-Km This work
Adpo6 IffR::Cm This work
A4379 HE: juidA-Km This work
A4T90 HR: 2Cm IffE: - widA-Km This work
Adp6l IfgR::Cm This work
Ad420 IfeN::uidA-Km This work
A4T91 IfgR:Cm lfgN::uidA-Km This work
A4415 pelD::widA-Km HCP 1992®
Plasmids
pGEM-T Vector for direct cloning of polymerase chain reaction (PCR) product, Ap® Promega
pl3073 pGEM-T derivative with a 0.95-kb PCR fragment, “[faR’ This work
pl3366 pGEM-T derivative with a 1.3-kb PCR fragment, [faRl This work
pl3031 pGEM-T derivative with a 1.05-kb PCR fragment, ‘Ifad’ This work
pI3128 pGEM-T derivative with a 1.1-kb PCR fragment, [fbR This work
pl3173 pGEM-T derivative with a 1.1-kb PCR fragment, [fbB” This work
pl3133 pGEM-T derivative with a 1.15-kb PCR fragment, {fcR This work
pl3176 pGEM-T derivative with a 1.15-kb PCR fragment, “IfcK” This work
pl3174 pGEM-T derivative with a 1.15-kb PCR fragment, “[fdR This work
pl3171 pGEM-T derivative with a 1.05-kb PCR fragment, §fdP’ This work
pl3156 pGEM-T derivative with a 1.2-kb PCR fragment, [feR This work
pl3276 pGEM-T derivative with a 1.15-kb PCR fragment, ffe W” This work
pI3071 pGEM-T derivative with a 1.15-kb PCR fragment, [fR’ This work
pl3024 pGEM-T derivative with a 1.05-kb PCR fragment, “[ffE’ This work
pl3175 pGEM-T derivative with a 1-kb PCR fragment, “[fgR" This work
pl3367 pGEM-T derivative with a 1.3-kb PCR fragment, [fgR This work
pl2862 pGEM-T derivative with a 1.2-kb PCR fragment, [fpN This work
Oligonucleotides®
IfaR GCGGATCCTCAAAATTCGTGAAATCGC GCICTAGATCAGCTGAAGCTGTAACAAC
Ifalt, GCGGATCCGCCTTTTTCTGGTGATG GCTCTAGACTCAGGCATCATATAAATCGG
Ifad GCGGATCCATTCGAAACATTGGGTATTGC GCTCTAGATCCTGTAACAGGCAGG
IfbR GCGOGATCCTGGCTGTTCAGCCTG GCICTAGATAAGCTTGAACGCAATC
IfbB GCGGATCCOGOCGTACAGTTGATGG GCTCTAGACCACTTTGGATTTGGCG
IfcR GCGGATCCGTGATATCACCAAAGACG GCTCTAGACGATCGATACCCOTCTC
IficK GCGGATCCCGGCACGTTATCAGC GCTCTAGACGGCTCATCTGTTGCTG
IfdR GCGOGATCCACAGTATCACGGGTGTTG GCTCTAGATTATCTGGTGTTCCATGACACC
IfdP COCCAAGATCTCCTTCGGCC GCTICTAGATTCTTGTGGTGGTTCCAC
IfeR GCGGATCCACGAAACGGACGCC GCTCTAGATGCACATCAGCCAGCG
IfeW GCGGATCCCGCCACACAAAGC GCTCTAGAGCGACGTTCTTCAGC
IffR GCGGATCCCTGCGACTTCG GCICTAGAAGACTGTCAGGGTCATTG
IffE GCGGATCCAAACAATAAAAGGGCC GCTCTAGACGCOTTTTCTCCTTTCAG
IfgR GCGGATCCCGACGCTCAAAGATATTGCC GCTCTAGACCCGAATCCCTGATCTTCAG
IfgRa GCGOATCCACCGGCATTGCCAACAC GCTCTAGATGGAAACGTTAGCAAGCGC
IfgN GCGOATCCCGACACGOTGTCGGTAATAC GCICTAGATGTTTTCAAACCCGTTTCTG

* Km = kanamycin, Cm = chloramphenicol, and Ap” = ampicillin resistant.
® HCP = Hugouvieux-Cotte-Pattat and associates (1992).
¢ Restriction sites are underlined.
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Effect of plant extracts on the expression
of the genetic fusions in the potential target genes.

To determine whether the expression of the transcriptional
fusions is induced by a plant component, we assayed the fu-
sions in various culture media. The expression of each fusion
in the potential target genes was analyzed in glycerol minimal
medium supplemented, or not, with 1% chicory leaf extract
{Table 3). No expression of the [fdP fusion was detected in
both media. In glycerol minimal medium, fusions in {faA.
ifbB, IffE. and [fgN were expressed at a low basal level
whereas the [fcK fusion was more highly expressed than the
other. Addition of the plant extract did not modify the ex-
pression of IfBB, [fcK, [fdP, [feW, and [ffE. In contrast, both
the /faA and IfeN fusions were clearly induced in the presence
of the extract, with induction ratios of 125 and 17, respec-
tively. The level of {faA expression in the presence of the plant
extract nearly reached the derepressed level observed in the
IfaR mutant (Table 3). The expression of the [fgN fusion after
addition of the plant extract remained lower than that reached
in the [fgR mutant (Table 3), indicating that this extract pro-
vokes only a partial induction of IfeN.

A

Various sugars or plant compounds were then tested for a
potential effect on the expression of the [faA and IfgNV fusions.
None of the following compounds showed an inducing effect:
arabinogalactan, L-arabinose, arbutine, cellobiose, D-fructose,
L-fucose, D-galactose, D-galacturonate, D-glucose, D-glucuro-
nate, D-mannose, pectin, polygalacturonate, L-rhamnose, rham-
nogalacturonan, salicine, sucrose, or D-xylose. Thus, the inducer
or inducers of the IfaA and [fgN genes remain to be determined.

DISCUSSION

Among the 18 regulators of the Lacl family encoded by the
E. chrysanthemi 3937 genome, 7 regulators are involved in to-
tally unknown pathways. They were designated as LfaR, LfbR,
LfcR, LfdR, LfeR, LAR, and LfeR. Homologous proteins are
encoded by other bacterial genomes but no function has been
assigned to them. The five regulators LfaR, LidR, LfeR, LR,
and LfgR are conserved in the closely related pectinolytic spe-
cies, E. carotovora (67 to 78% identity) (Table 1). LfbR ho-
mologs are encoded only by plant-associated bacterial genera,
such as Rhizobium and Agrobacterium. LfcR homologs are
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Fig. 5. Expression of the structural genes during plant infection. A, Chicory leaves or B, Arabidopsis plants were infected with strains containing a widA
fusion. A fusion in the pelD) gene was used as the positive control in each experiment and B-glucuronidase (GUS) activities are expressed as a percentage of
the pell) fusion. After incubation for A, 24 h at 30°C or B, 24 h at 27°C or 48 h at alternating temperatures of 19 and 24°C during night (16 h) and day (8 h)
conditions, respectively, the macerated tissue was recovered to perform bacterial cell numeration and a GUS assay with either A, p-nitrophenyl-g-D-
glucuronide or B, 4-methylumbelliferyl-g-D-glucuronide as substrate (see experimental procedures). To facilitate comparison between the different
experiments and assay methods, GUS activities were expressed as a percentage of the pelD fusion, chosen as reference. The results of the specific activity
reported are the mean value of A, 12 leaves for chicory leaves and B, four plants for Arabidopsis, and the corresponding standard deviations are indicated.
No data are reported for the IfbB. [fdP, and IfeW fusions because no GUS activity could be detected after infection with these strains. Similarly, no GUS

activity was detected when the wild-type strain was used as negative control.
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found in distant bacterial genera, such as Chromobacterium
and Vibrio. The genetic environment of each regulator was ex-
amined to detect conserved adjacent genes that could consti-
tute functional units. The seven regulators of the Lacl family
are clustered with genes encoding putative enzymes and trans-
port systems of different families, either the major facilitator
superfamily (MFS), the ATP binding cassette (ABC) family, or
the phosphoenolpyruvate-dependent phosphotransferase system
(PTS) family (Fig. 1: Table 2). In some cases. homologies
have been detected for the potentially encoded enzymes. How-
ever, the identity scores are insufficient to predict the function
of the selected regions. To gain information on these regula-
tors, we inactivated the corresponding genes and we constructed
transcriptional fusions in potentially controlled adjacent genes.
Then, we analyzed the behavior of each regulator mutant and
fusion after plant infection.

Locus Ifa. The pathogenicity of the ffaR mutant is affected on
the different plants tested, with a decreased maceration on chic-
ory leaves and an attenuated virulence on whole plants (Figs. 2
through 4). The gene {faR is adjacent to two genes, IfaT and
IfaA, which are probably cotranscribed (Fig. 1). This cluster of
three genes is conserved, with the same genetic organization . in
the genome of other pathogenic enterobacteria, E. carotovera,
Yersinia pestis, Y. pseudotuberculosis, Shigella sonnei, and in
some Escherichia coli strains (Table 1). The gene [faT encodes
an MFS permease. The gene {faA encodes a member of the gly-
cosylhydrolase family 31 (Coutinho et al. 2003). In addition to
proteins of undetermined function, this family includes a-gluco-
sidases, glucoamylases, sucrase-isomaltases, o-xylosidases, o-
glucan lyases, and isomaltosyltransferases. Thus, enzymes of the
family GH31 cleave different a-glycosidic linkages (1-1, 1-2, 1-
3, 1-4, and 1-6) in various substrates. We observed that the gene
IfaA is highly expressed during plant infection and is specifically
induced by a plant component (Table 3). LfaR acts as a repres-
sor of lfad expression and probably responds to an inducer of
plant origin. These preliminary data suggest that the lfa locus is
involved in the degradation of a plant component containing an
a-glucosidic bond, such as a glycoside or an oligosaccharide.
The decreased virulence of the [faR mutant suggests a role of the
[fa substrate in the plant—bacteria interaction. Recently, deletion
of a homologous cluster (aec-35-36-37) included in a genomic
island of an extraintestinal avian-pathogenic E. coli strain was
shown to attenuate the virulence for chickens (Chouikha et al.
2006). The conservation of this locus in pathogenic enterobacte-
ria and its involvement in the virulence of an animal pathogen
sugeest that the [fa substrate is a general signal involved in the
interaction between pathogenic enterobacteria and their eukary-
otic hosts. The characterization of the [fa substrate would be
very useful in acquiring information about this locus and in un-
derstanding its role in pathogeny.

Locus Ifb. LibR is not involved in the virulence of Erwinia
chrysanthemi on all the tested plants. The best identity score of
LibR was found with a Rhizobium protein (Table 1). An LfbR
homolog is also encoded by E. carotovora but the low identity
score suggests that this homolog is not an LfbR ortholog. Five
oenes are clustered with [fBR on the E. chrysanthemi chromo-
some. They encode a putative enzyme (LIbE) and the four ele-
ments of an ABC transporter, including the periplasmic bind-
ing protein LfbB (Table 2: Fig. 1). The genes [fb seem to be
organized in a large operon, with the last gene encoding the
regulator. This type of organization appears to be quite frequent
because it is also observed for the Ifc, {ff, and Ifg loci (Fig. 1).
The gene [fbB is not expressed in planta and LfbR has no rep-
ressor effect on [fbB expression. Similar results were obtained
by analysis of a transcriptional fusion in [fbE (data not shown).
Thus, LibR is either a positive regulator of the [fb operon or it
is not involved in its transcription. Positive regulators are not
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frequent in the Lacl family but some cases have been experi-
mentally demonstrated (Bausch et al. 1998).

Locus lfc. The virulence of the [fcR mutant is strongly af-
fected on whole plants and. to a lesser extent, on chicory leaves
(Figs. 2 through 4). LfcR homologs are present in only a few
bacteria, including Chromobacterium and Vibrio spp. (Table 1).
LfcR shares 319 identity with the regulator ScrR involved in
sucrose catabolism but a true ScrR ortholog is encoded by the E
chryvsanthemi genome (Table 1). The four genes clustered with
IfcR encode an MFS transporter, two hypothetical proteins, and
a putative sugar kinase, LfcK (Table 2: Fig. 1). We show here
that LfcR is a repressor of IfeK expression (Table 3). The [fcK
gene is quite highly expressed in liguid cultures (Table 3). Its ex-
pression is not induced in the presence of sucrose (data not
shown). However, the IfcK gene appeared to be moderately ex-
pressed in planta. Complementary analysis of the phenotype of
the ifcR mutant revealed a decreased production of the extracel-
lular enzymes. pectinases. cellulases., and proteases compared
with the wild-type strain (data not shown). Thus, LfcR positively
controls the genes encoding these enzymes. This positive regula-
tion could be either direct or indirect; for instance, resulting
from a cascade of regulation or from the modification of the
physiological state in the mutant. To understand the LfcR effect
better, it would be interesting to perform a transcriptome analy-
sis of the [fcR mutant to identify the other direct or indirect tar-
gets of the regulator. In any case, the reduced virulence of the
IfeR mutant could be explained by the decreased production of
extracellular plant cell-wall-degrading enzymes, which are the
main E. chrysanthemi factors causing maceration.

Locus Ifd. The [fdR mutant was more efficient than the wild-
type strain in initiating maceration on whole plants (Fig. 3).
LfdR shares 46% identity with the Escherichia coli AscG
regulator whose function has not been clearly characterized.
LfdR homologs are also found in Erwinia carotovora and Sal-
monella spp. (Table 1). The gene [fdR is situated in the vicinity
of three genes encoding the components of the sugar-specific
enzyme I of a PTS transporter (Table 2; Fig. 1) and of the
gene {fdP, which encodes a member of the glycoside hydro-
lases family 1 (Coutinho et al. 2003). Considering its homologs,
LfdP is predicted to be a 6-phospho-@-glucosidase. The gene
IfdP is not expressed either in vitro or in planta and no regula-
tion of [fdP by LfdR could be detected. Thus, LfdR probably
regulates other targets. Contrary to the other Lacl family regu-
lators involved in pathogenicity, the inactivation of lfdR ap-
pears to favor the initiation of infection (Fig. 3). Such a pheno-
type was previously observed for a pecS mutant (Reverchon et
al. 2002). PecS is a global regulator that represses the expres-
sion of several virulence factors necessary in the first steps of
infection. Because the pecS mutation accelerates pectate lyase
production, the initiation of maceration is facilitated. LfdR
does not affect pectate lyase production (data not shown) but it
could control the production of other virulence factors. A tran-
scriptome analysis of the [fdR mutant could reveal potential
LfdR targets involved in the early steps of pathogeny.

Locus Ife. The lfeR mutant showed a reduced virulence on
Arabidopsis (Fig. 4). Homologs of LfeR are detected in various
bacteria, mostly found in soil or associated with plants, includ-
ing E. carotovora, Ralstonia spp., and Streptomyces spp. (Table
1). Only one gene is grouped with [feR on the E. chrysanthemi
chromosome and it encodes a putative enzyme, LfeW (Table 2;
Fig. 1). LfeR acts as a repressor of [feW expression and the [feW
gene is weakly expressed in planta. In the absence of additional
data, it is not clear why the derepression of [feW would provoke
the reduced virulence of the IfeR mutant.

Locus Iff. LAR is not involved in E. chrysanthemi virulence. A
homolog of LfR is found in E carotovora and also in various
bacteria which are not associated with plants, such as Mann-
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heimia, Thermoanaerobacter, and Bacillus spp. (Table 1). Five
genes are clustered with {ffR on the E. chryvsanthemi chromo-
some (Table 2; Fig. 1). They encode a hypothetical protein, an
MFS transporter, and three putative enzymes, including a pro-
tein, LifE, sharing 27% identity with IolE, an enzyme involved
in myo-inositol catabolism (Yoshida et al. 2004). LffR is a re-
pressor of [ffE expression. The [ffE gene is moderately expressed
in planta. We verified that [ffe expression is not induced in the
presence of myo-inositol (data not shown). Thus, the [ff locus is
probably involved in the degradation of a compound present in
the environment that could be related to inositol.

Locus Ifg. Despite the fact that LfgR homologs are encoded
only by the plant-associated bacteria E. carotovora, Rhizobium
spp.. and Agrobacterium spp. (Table 1), the virulence of the
IfgeR mutant is not affected in the tested conditions. The five
genes clustered with {fR (Fig. 1) encode the four elements of
an ABC transporter and a putative enzyme, LfgN, sharing 44%
identity with RhiN, which is involved in rhamnogalacturonan
catabolism {Hugouvieux-Cotte-Pattat 2004). The role of RhiN
is to cleave, by an unknown mechanism, the small oligomers
generated by a rhamnogalacturonan lyase. The gene [fgN is
highly expressed in planta and is specifically induced by a
plant component (Table 2). LfgR acts as a repressor on [fgN
expression and could respond to the plant inducer. Because the
rhiN expression is induced in the presence of galacturonate
and rhamnose. we tested the effect of these compounds on
IfgN. Neither galacturonate, polygalacturonate, rhamnose, nor
rhamnogalacturonan induced the [feNV expression. Thus, the [fz
locus is probably involved in the degradation of another type
of plant cell wall oligosaccharide.

In summary, analysis of transcriptional fusions demon-
strated that five regulators of the Lacl family, LfaR, LfcR,
LfeR, LR, and LfgR, act as the repressors of an adjacent
gene. The regulators of the Lacl family are often repressors of
the transcription of the controlled genes. Among the 14 Lacl
regulators of Escherichia coli K-12. there is one case of posi-
tive regulation (IdnR) (Bausch et al. 1998) and one case of
dual control because FruR could act as either a positive or
negative regulator, depending on the target (Ramseier et al.
1995). The inactivation of a repressor leads to a derepression
of the controlled genes that can be easily detected. In contrast,
to observe the effect of activator inactivation it is necessary to
know the conditions in which the controlled gene is expressed.
Thus, an absence of any effect of the regulator mutation does
not always mean an absence of control. The data obtained with
LfbR and LfdR result from either an absence of control of the
tested adjacent genes or a positive regulation not detectable in
our conditions. However, no expression of the [fb and Ifd
fusions could be detected in planta, indicating that, even if
they are positively regulated. no activation of these genes oc-
curs in the macerated tissue.

Among the five genes controlled by the adjacent repressors,
four are expressed during plant infection. Most often the ex-
pression of a locus is linked to its involvement in pathogeny.
This is clear for the gene {fa, which is highly expressed during
infection, and also for the genes [fc and {fe, which are expressed
in planta. The gene [fg is the only example in our study for
which a high expression in planta is not associated with an
effect on virulence. This suggests that the locus [fe has an ac-
cessory role during plant infection or that it has a role in other
untested host plants. Further analysis of the fusions demon-
strated that two of them are specifically induced by the addi-
tion to the culture medium of a crude plant extract, corre-
sponding to a plant juice. The plant extracts probably induce
the genes [fa and [fg by derepression of the Lacl-family regula-
tors LfaR and LfgR, respectively. The next challenge, of
course, will be to identify the inducers of the {fa and [fg loci.

A few regulators of the Lacl family have already been
shown to be involved in bacterial virulence against animals.
PtxS, a Lacl family regulator of P aeruginosa, is a negative
regulator of the kgu operon involved in 2-ketogluconate utili-
zation (Swanson et al. 2000) but it is also involved in the acti-
vation cascade of exotoxin A by a poorly understood mecha-
nism (Colmer and Hamood 1998). In Strepfococcus preumo-
nige, two Lacl family regulators are involved in the adaptive
response to the host. Both RegM and RegR have a dual func-
tion. RegM is a repressor of some enzymes but it activates bio-
synthesis of the capsular polysaccharide. RegR modulates
virulence by repression of hyaluronidase and activation of
adherence to animal cells (Chapuy-Regaud et al. 2003). Inter-
estingly, as was observed in our study for three Erwinia chry-
santhemi regulators of the Lacl family, the virulence of the
pteS, regM, and regR mutants is attenuated (Colmer and
Hamood 1998; Giammarinaro and Paton 2002).

Most known regulators of the Lacl family are involved in
degradation pathways (Table 1). Catabolic pathways could be
necessary for the assimilation of carbon sources during the
saprophytic life of the bacteria. During the infection process,
they can be important for the use of main or secondary carbon
sources when bacterial multiplication is rapid. No difference
was observed between the wild-type strain and the mutants
constructed in this study for their growth in rich or minimal
media complemented with either sugars or plant extracts (data
not shown). Alternatively, degradative enzymes can serve (o
eliminate toxic compounds or plant elicitors, thus increasing
the bacterial fitness or altering the plant resistance. Notably,
three mutants inactivated for a repressor of the Lacl family
(LfaR, LfcR, and LfeR) showed a reduced virulence, provok-
ing attenuated symptoms or a delay in their appearance. This
indicates that the correct production of virulence factors is
influenced either directly or indirectly by these regulators. The
IfaR mutant also showed an alteration in bacterial growth dur-
ing the first steps of infection. suggesting that it is affected for
early adaptation to the plant environment. Because a range of
virulence factors has been characterized in E. chrysanthemi.
we evaluated the impact of the regulator mutations on extracel-
lular enzymes, exopolysaccharide, and indigoidine. The sole
difference was a decrease of pectate lyase, cellulase, and prote-
ase production in the /cfR mutant (data not shown). Thus, inac-
tivation of LefR suggested a positive regulatory effect on the
production of extracellular degrading enzymes. It would be
interesting to analyze whether LcfR directly acts on these vim-
lence genes or whether perturbations in the regulation of the
Lef-related pathway could indirectly affect virulence.

In conclusion, the analysis of regulators of the Lacl family
allows identification of four additional regulators which are
important for E. chivsanthemi virulence, namely LfaR, LfcR,
LfdR, and LfeR. The inactivation of IfdR favors the initiation
of soft rot, as observed for other negative regulators. In con-
trast, the inactivation of LfaR, LfcR, and LfeR results in a de-
layed or decreased virulence. These three regulators negatively
control genes involved in the transport and catabolism of un-
known substrates. The derepression of these putative catabolic
pathways results in an attenuated virulence, suggesting that
subtle metabolic changes could alter the proper production of
bacterial factors leading to a successful infection.

MATERIALS AND METHODS

Strains, media, and growth conditions.

The bacterial strains of E. chrysanthemi and the plasmids
used in this study are listed in Table 4. The phage Phi-EC2 was
used to transfer the widA-Km fusions in the regulator mutants
by generalized transduction (Resibois et al. 1984). E. chrysan-
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themi cells were grown at 30°C in minimal medium M63 or
Luria-Bertani (LB) rich medium (Miller 1972). Carbon
sources were added to minimal medium at 2 g liter". The plant
extract, a crude juice obtained from chicory leaves and steril-
ized by filtration through 0.45 p, was used at the final concen-
tration of 1% (vol/vol). The media were solidified with agar
(15 g liter!). When required, antibiotics were added at the fol-
lowing concentrations: Km, 20 pg ml™'; ampicillin (Ap), 50 pg
ml™'; or Cm, 20 pg ml™.

Recombinant DNA technigues.

Preparation of plasmid or chromosomal DNA, restriction
digestions, ligations, DNA electrophoresis, and transforma-
tions were carried out as previously described (Sambrook et al.
1989). Sequence data were obtained from the genome se-
quencing project for the E. chrysanthemi strain 3937.

Polymerase chain reaction (PCR) primers (19 to 30 mers)
were designed to amplify approximately | kb of E. chrysan-
themi 3937 chromosomal DNA overlapping the selected gene
(Table 4). Restriction sites were added to each primer to facili-
tate determination of the DNA orientation in the vector
(BamHI or Belll at the 5" end and Xbal at the 3" end). The
PCR products were purified (QIAquick PCR purification kit,
Qiagen), and ligated to the pGEM-T vector (Promega) which
has a protruding T nucleotide at each 3" end. To construct non-
polar insertions, each regulator gene was inactivated by inser-
tion of the CKC15 Cm' cassette (Lebeau et al. 2008) into a
restriction site situated inside the corresponding open reading
frame. The following sites were used: Hincll for {faR and [fdR.
Ehel for [fbR, Sall for [feR and IffR. EcoRV for [feR, and Sacll
for IfeR.

Genetic fusions were constructed on selected structural genes
by insertion of widA-Km cassettes (Bardonnet and Blanco 1992)
into a restriction site situated inside the corresponding open
reading frame. The following sites were used: EcoRI for {faA
and [fbB, Hincll for ifcK, Maml for [fdP, Sacll for [feW and
IfgN, and Ecod7IIl for IfE. The orientation of the widA-Km
cassette was determined by restriction analysis. Only plasmids
in which widA and the mutated gene have the same transcrip-
tional direction were retained.

Plasmids bearing the Cm" or widA-Km" insertions were then
introduced into E. chrysanthemi cells by electroporation. The
insertions were integrated into the E. chrysanthemi chromo-
some by marker exchange recombination after successive cul-
tures in low-phosphate medium, in the presence of the appro-
priate antibiotic (Roeder and Collmer 1985). Verification of
the correct recombination of the insertions was performed by
PCR using the primers designed for cloning the corresponding
oene ( Table 4).

Pathogenicity tests.

Chicory leaves were inoculated as previously described
(Hugouvieux-Cotte-Pattat 2004). Prior to infection, leaves
were slightly wounded in their center to define the inoculation
site. Twelve leaves were infected for each strain using 10° bac-
teria (10 pl of a suspension at 10° bacteria/ml). After incuba-
tion in a dew chamber for 24 h at 30°C, the length of rotted
tissue was measured to estimate the disease severity.

Saintpauwlia and Arabidopsis plants were inoculated as de-
scribed by Lebeau and associates (2008). Briefly, |-month-old
Saintpaulia cuttings were inoculated by wounding the lower
part of the leaf followed by infiltration of a bacterial suspen-
sion at 10* or 107 bacteria/ml in 100 mM KCI with a 1-ml
syringe without a needle; 6-week-old Arabidopsis plants were
inoculated by wounding the leaf with a needle and then depos-
iting a 5-pl drop of KPO, buffer (50 mM, pH 7) containing 50
bacteria. The plants were incubated at saturated humidity and
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in short-day conditions (8 h of light). For virulence analysis,
symptoms were scored daily for a week. For assay of the gene
fusions, the macerated tissue was recovered at 24 or 48 h after
incubation at either 27°C or alternating temperatures of 19 and
24°C during night (16 h) and day (8 h) conditions, respec-
tively.

Enzyme assays.

B-Glucuronidase activity was measured to estimate the ex-
pression of the fused genes (Bardonnet and Blanco 1992).
Samples were taken at the end of the exponential growth phase
and toluene was added to disrupt the cells. The degradation of
p-nitrophenyl-B-D-glucuronide into p-nitrophenol was followed
at 405 nm. Specific activity is expressed as nmol of product
liberated per minute per milligram of bacterial dry weight.

Expression of fusions in planta.

For chicory leaves, the plant macerated tissue was recovered
after infection and used to perform bacterial cell numeration
and B-glucuronidase assay. The number of colony-forming
bacteria was determined by serial dilutions on LB plates con-
taining kanamycin. The results of enzyme assays were normal-
ized to account for the number of bacteria present in each sam-
ple. The B-glucuronidase-specific activity was calculated in
nmol of product formed per 10° bacteria. This specific activity
is representative of the level of fusion expression in the macer-
ated tissue. For expression in chicory leaves, after 24 h of
infection at 30°C, macerated tissue was recovered and mixed
with the same volume of KPOy buffer, 100 mM. pH 7. B-Glu-
curonidase assay was performed by following the degradation
of 1 mM p-nitrophenyl-g-D-glucuronide in the same buffer,
using 50 pl of samples in a 1-ml final reaction mixture. For
expression in Arabidopsis, 6-week-old plants were inoculated,
as described above, and incubated at either 27 or 19 and 24°C
for 24 or 48 h, respectively. Leaves exhibiting the initial stages
of maceration (stage 1) were collected and crushed in 40 pl of
KPO; buffer (50 mM. pH 7). These samples were used to per-
form bacterial cell numeration and B-glucuronidase assays
using a protocol adapted from that described by Jefferson and
associates (1987). Samples (10 pl each) were incubated with 1
mM 4-methylumbelliferyl-g-D-glucuronide in a 200-pl final
reaction mixture. Fluorescence was measured with excitation
at 360 nm and emission at 460 nm at 1-min intervals for 60
min using a CytoFluor 4000 multiwell plate reader fluorimeter
(PerSeptive Biosystems, Framingham, MA, U.S.A.). For the
different plants, the wild-type strain used as negative control
gave no detectable f-glucuronidase activity. A fusion in the
pelD gene was used as the positive control in each experiment
(Masclaux et al. 1996). To facilitate comparison between the
different experiments and assay methods, B-glucuronidase ac-
tivities were expressed as a percentage of the pelD fusion,
chosen as reference.

In planta bacterial growth.

Six to eight Arabidopsis leaves were infected after wound-
ing by deposit of a bacterial suspension droplet containing
approximately 50 bacteria. In planta bacterial growth was
assessed 24 h after incubation at alternating temperatures of 19
and 24°C during night (16 h) and day (8 h) conditions (stage
0). Inoculated leaves were dried to eliminate the inoculation
droplet and ground in 50 mM KPO, buffer. pH 7. The number
of bacteria present in the resulting extract was determined by
serial dilutions on LB plates. The bacterial numerations were
performed in at least three independent experiments. A linear
regression model where numeration has been logy, transformed
to normalize the data was carried out to assess the effect of
mutations compared with the wild-type strain as reference. Ef-
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fect of a mutation was considered to be significant when the
corresponding parameter in the regression was significantly
different from 0 (P value <0.05).
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